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1.2 ナノ粒子とナノテクノロジー  
 
1.2.1 ナノ粒子とは  








やミジンコ（約 1 mm），赤血球（約 8 μm）よりも小さく，DNA（約 1 nm）やタ



















図 1-1 ナノ粒子と生物および生体物質との大きさの比較  
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は 9000 億円であった我が国のナノテクノロジー市場規模は，2010 年には 6 兆円






































図 1-2 ナノテクノロジーの市場予測 5（一部改編）  
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1.3 ナノ粒子の生体影響  
 
1.3.1 はじめに  
ナノテクノロジーが飛躍的に発展するに伴い，人工産物のナノ粒子が大気中に
劇的に増加している。一般大気中のナノ粒子の重量は微小粒子に比べて極めて小

























表 1-1 大気中 10 μg /m3 当たりの粒子数および粒子表面積 6 
粒径（nm）  粒子数（cm3） 粒子表面積（μm2/cm3）  
   5 1.5×108 1.2×104 
  20 2.4×106 3.0×103 
 250 1.2×103   240 
5000   0.15    12 
－4－ 
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1.3.2 ナノ粒子の体内動態  
1.3.2.1 ナノ粒子の肺胞への沈着と滞留  
 1994 年，国際放射線防護委員会（ ICRP）は粒子の呼吸器への沈着率を数理モデ
ルで発表した（図 1-3） 7。このモデルによると，粒径が 1 μm以上の粒子はほとん
どが鼻腔内に沈着し，気管支や肺胞まではほとんど到達しない。一方，粒径が 100 
nmよりも小さい粒子は鼻腔ではほとんど沈着せず，気管支を通過して肺胞まで到











8。図 1-4 は，粒径の異なる粒子（粒径 15 nm～10 μm）を曝露したラットにおけ
る，曝露 24 時間後に肺を洗浄して気管支肺胞洗浄液に存在した粒子と，肺に滞留

























図 1-3 ナノ粒子の呼吸器への沈着率 7（一部改編）  
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図 1-4 粒径の異なる粒子（粒径 15 nm～10 μm）を曝露したラットにおける  















らは，二酸化チタンナノ粒子（粒径 50 nm）の懸濁液をヒト II型肺胞上皮細胞（A549）
に曝露した。その結果，エンドサイトーシスにより粒子がA549 細胞内に取り込ま
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をヒトに吸入曝露した。その結果，曝露から 1 分後には血液中で放射能が確認さ
れた。また，肝臓や尿，唾液腺等でも放射能が確認された 11。Ferinらは，二酸化
チタン粒子（粒径 20 nm，250 nm）をラットに吸入曝露した。その結果，20 nm粒
子曝露群は 250 nm粒子曝露群に比べ，リンパへの移行量が曝露終了直後では 18.6
倍，29 週間後では 11.7 倍，52 週間後では 2.9 倍多いことが示された 12 。またChoi
らは，蛍光ナノ粒子（粒径 5 nm，9 nm，27 nm）を肺へ注入したところ，曝露か




ジウムナノ粒子（粒径 15 nm，80 nm）を，ラットに吸入曝露した。その結果，両
粒子曝露群ともに肝臓，脾臓，心臓および脳へ粒子が移行した。また，15 nm粒
子曝露群の方が 80 nm粒子曝露群よりも肝臓への移行量が多かった 14 。Oberdorster
らは，13Cナノ粒子（粒径 22 nm，30 nm）をラットに吸入曝露したところ，22 nm
粒子曝露群，30 nm粒子曝露群ともに，肝臓へ 13Cナノ粒子が移行した 15。Takenaka
らは，銀ナノ粒子（粒径 15 nm）をラットに吸入曝露した。その結果，腎臓，心
臓，嗅脳，リンパ節へ銀ナノ粒子が移行した 16 。またSemmlerらは，192Irナノ粒子
（粒径 15～20 nm）をラットに吸入曝露し，曝露から 3 日後～6 ヶ月後に肺，肝
臓，脾臓，脳，腎臓を摘出した。その結果，肝臓，脾臓，脳，腎臓中で曝露から
7 日後に放射能が最大値を示した。その後は減少し，2 ヶ月後にはほぼゼロに近い









1.3.3 ナノ粒子の毒性  
1.3.3.1 カーボンナノチューブの毒性  

















れた 20。Shvedovaらは，単層カーボンナノチューブ（直径 1～4 nm，長さ～5 μm），




依存性の間質性肉芽腫が発現している 23。  
 多層カーボンナノチューブも同様に，その毒性を示した文献が多数報告されて





らは，15 層の多層カーボンナノチューブ（直径 10 nm，長さ＜10 μm）をラット
に気管内投与した。その結果，投与から 24 時間後にPMN数が増加した 25 。Sato
らは，長さが異なる 2 種類の多層カーボンナノチューブ（直径 20～40 nm，長さ  
220 nmと 825 nm）をラットの皮下組織に埋め込んだ。その結果，225 nm粒子曝露
群ではリソソーム内でカーボンナノチューブが確認されたが，825 nm粒子曝露群
では細胞質に存在していた。また，炎症反応は 825 nm粒子曝露群の方が大きく，
長さによって炎症反応や組織内の挙動が変わることが示唆された 26。  
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図 1-5 多層カーボンナノチューブを気管内投与したマウスにおける曝露直後の  


























20 nm，立方体，疎水性，Eusolex T-2000：粒径 100 nm，針状，両親媒性，Tioveil 
AQ：粒径 100 nm，針状，親水性）が含まれた 3 種類の日焼け止めクリームを皮
膚曝露した。その結果，角質層の表層では粒子が確認されたが，角質層の内部や
表皮，真皮へは侵入が認められなかった 30 。同様にMenzelらは，針状の二酸化チ





















なるシリカナノ粒子（粒径 5 nm，26 nm，78 nm）を藻類に曝露したところ，小さ
い粒径ほど強い毒性を示した 34 。またChoらは，アモルファスのシリカナノ粒子
（粒径 14 nm）をマウスに気管内投与した。その結果，サイトカイン（ IL-1β，IL-6，
IL-8，TNF-α）やケモカイン（MCP-1，MIP-2）が増加し，慢性肉芽腫性炎症を引
き起こした 35 。  
一方，シリカナノ粒子よりもサブミクロンサイズやミクロンサイズのシリカ粒
子の方が毒性を示した報告もある。Warheitらは，平均粒径が 12 nm，50 nm，300 nm，
534 nmの 4 種類のシリカ粒子をラットに気管内投与した。その結果，12 nm粒子
－10－ 
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投与群＝534 nm粒子投与群＞300 nm粒子投与群＞50 nm粒子投与群の順に高い細
胞毒性や肺組織の変性を示した 36。Choらは，シリカ粒子（粒径 50 nm，100 nm，
200 nm）をマウスに尾静脈投与したところ，100 nm粒子投与群および 200 nm粒子
投与群で投与から 12 時間後に肝臓で有意な炎症反応が認められたが，50 nm粒子
投与群では有意な差は認められなかった 37。またChenらは，シリカナノ粒子（粒












に関する文献が多数報告されている。Chenaらは，銅粒子（粒径 24 nm，17 μm）
をマウスに経口投与した。その結果，17 μm粒子投与群の半数致死量（LD50）が
5000 mg/kg以上であったのに対し，24 nm粒子投与群では 413 mg/kgであった。ま
た，24 nm投与群では，腎臓中に形態学的な変性が確認された 39。Sayesらは，酸
化亜鉛粒子（粒径 313 nm）をラットに気管内投与した。その結果，投与から 1 日
後に用量依存的にBAL中の細胞数，LDH値，PMN数が増加した 40。Yamamotoらは，
二酸化チタン粒子（粒径 130 nm），酸化アルミニウム粒子（粒径 590 nm），二酸





毒性の変化を検討した。銀ナノ粒子（粒径 15 nm，100 nm），三酸化モリブデン粒
子（粒径 30 nm，150 nm），アルミニウム粒子（粒径 30 nm，103 nm），四酸化三
鉄ナノ粒子（粒径 30 nm，47 nm），二酸化チタンナノ粒子（粒径 40 nm），酸化マ
ンガン粒子（粒径 1～2 μm），タングステン粒子（粒径 27 μm）および酸化カドミ
ウム粒子（粒径 1000 nm）をラットの肝細胞（BRL 3A）に 24 時間曝露した。図
1-6 は，各粒子曝露による  MTT アッセイの結果である。酸化カドミウム粒子，
銀ナノ粒子は他の粒子と比べて低濃度で  MTT 値が低下し，毒性が高い結果とな  
った。また，銀ナノ粒子はグルタチオンやミトコンドリア膜電位差の低下，活性  
－11－ 
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図 1-6 金属種や粒径の異なる粒子を 24 時間曝露したラット肝細胞（BRL 3A）に
おけるMTTアッセイ 42 
（A）：酸化カドミウム粒子（粒径 1000 nm），（B）：銀ナノ粒子（粒径  
15 nm, 100 nm），（C）：三酸化モリブデン粒子（粒径 30 nm，150 nm），  
アルミニウム粒子（粒径 30 nm，103 nm），四酸化三鉄ナノ粒子（粒径  
30 nm，47 nm），二酸化チタンナノ粒子（粒径 40 nm），（D）：酸化マン  






粒径による毒性の違いは認められなかった 42。  
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いて報告した 43 。この報告書によると，ディーゼルエンジン稼働により排出され























チタン粒子（粒径 20 nm，250 nm）をラットに曝露した 1 日後の肺胞洗浄液にお  
 
 
図 1-7 二酸化チタン粒子を曝露したラットにおける曝露した粒子の質量（A），  
表面積（B）と好中球の増加との相関 8 
－13－ 











よる毒性の変化を検討した。ルチル 100％の粒子（粒径 2.1 μm，2.9 μm）と，ア
ナタース 80％とルチル 20％の混合粒子（粒径 2.7 μm）を，ラットに気管内投与
したところ，混合粒子の方がBAL中のPMN数，LDH値，ミクロ蛋白値，気管気管
支細胞増殖率，肺実質細胞増殖率が増加した 46 。Sayesらも，結晶型の異なる二酸
化チタンナノ粒子（アナタース 100％（粒径 10 nm），アナタース 60％とルチル
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の粒子投与群では対照群とほとんど差は見られなかった 48 。Yamamotoらは，形状
の異なる二酸化チタンナノ粒子（球状（粒径 30～50 nm），紡錘状（直径 10～20 nm，
































図 1-9 ISO-TC229 が発表したナノ物質の毒性との関連が懸念される  
物理化学的パラメーター 49 
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安全性の検討を 質を選定した 50。これらは 2007 年時
ロジェクトを遂行している。米




選定した 14 物質と，厚生労働省が 2008 年に報告したこれら 14 物質の国内使用量















これら 14 物質の国内使用量（2006 年） 51および使用用途 32 
質  国内使用量（トン） 主な使用用途  
フラーレン  2 化粧品  スポーツ用品，







素  13 ゴム，FRP，塗料  
ンドリマー） 
2 粧品，医薬品  
－（研究開発中）  
多層カーボンナノチューブ  0 半導体トレイ  
銀ナノ粒子  50 日用品，食品密
鉄ナノ粒子  00 家電，電気電子用品  
カーボンブラ 30000 タイヤ，顔料  
二酸化チタン  1250 化粧品，トナー
酸化アルミニウ 700 家電，電気電子用品  
酸化セリウム  ～3 半導体関連の研磨剤  
酸化亜鉛  480 化粧品  
二酸化ケイ 500 シリコーン
ポリスチレン  10 ディスプレイ，化粧品  
樹状高分子（デ 50 紙用途  
ナノクレイ  50 塗料，化
－16－ 
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ナ ク評価研究が行われてい  
価が行われている。しかし，現時
点
.4 ナノ粒子の嗅神経を介した中枢神経系への移行  
.4.1 細胞内への物質の取り込み  
機構の一つに，エンドサイトーシスがある。
55





















分である。種々のサイズの粒子をラットに曝露した場合，粒径 0.5 μm，3 μm，10 
μmの粒子は全体の 80％が肺胞マクロファージによって回収された。一方，粒径
15～80 nmの粒子は全体の 20％しかマクロファージによって回収されなかった
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ある。その輸送速度は輸送される物質の種類によって様々である。  
 表 1-3 に，各細胞内器官の軸索輸送速度と輸送方向を示す 56。順行性輸送には，  
.4.3 放射性金属トレーサー曝露による嗅神経を介した中枢神経系への移行  
ー
表 1-3 細胞内器官の軸索内の輸送速度と輸送方向 56 
速い順行性輸送と遅い軸索輸送が存在する。速い順行性輸送では，ゴルジ小体（200 













頭基底部で放射能が有意に増加した 60 , 61。57CoCl2 点鼻投与では，嗅球や前脳基底
部で放射能が有意に増加した 62。63NiCl2 点鼻投与では，嗅球，嗅結節，梨状葉皮
質で放射能が検出された 63。65ZnCl2 では，嗅球に注入したところ梨状葉皮質，扁
桃体核，前交連で放射能が検出された 64。109CdCl2 では，吸入曝露 65，点鼻投与 66
ともに嗅球で放射能が有意に増加し，脳ではわずかに増加した。 203HgCl2 点鼻投




輸送される主な物質 輸送速度 方向 
ゴルジ小胞 200～400 mm/day 順行性 
エンドサイトーシス小胞，リソソーム， 
オートファゴソーム 
100～250 mm/day 逆行性 
＜70 mm/day ミトコンドリア 両方向 
アクチン，マイクロフィラメント， 
サイトゾルタンパク複合体 
2～8 mm/day 不明 
微小管，ニューロフィラメント， 
チューブリン 
0.2～1 mm/day 両方向 
－18－ 
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表 1-4 放射性金属トレーサーを用いた中枢神経系への移行に関する報告  
金属 金属化合物 曝露方法 移行部位 
Mn 54MnCl2 点鼻投与  嗅球，前脳基底部 
54MnCl2 吸入曝露  嗅球，嗅索  
57CoCl2 点鼻投与  嗅球，前脳基Co 底部 
Ni 63NiCl2 点鼻投与  嗅球，嗅結節，梨状葉皮質 
Zn 65ZnCl2 嗅球に注入  梨状葉皮質，扁桃体核，前交連 
Cd 109CdCl2 点鼻投与  嗅球，脳 
109CdCl2 吸入曝露  嗅粘膜，嗅球，脳 
203HgCl2 点鼻投与  嗅球  Hg 
 









て報告された 。彼らはチンパンジーやアカゲザルに粒径 30 nmのポリオウイル
スを点鼻投与した。その結果，ポリオウイルスが嗅球へ移行していることを確認
した。また，ポリオウイルスの移動速度は 60 mm/dayであった。De Lorenzoは銀










中のマンガン量が曝露 6 日後には約 2.8 倍，曝露 12 日後には約 3.5 倍増加した（図
1-10）。また，右鼻を覆って左鼻のみに曝露したところ，右の嗅球中のマンガン量
は対照群と同じレベルであったが，左の嗅球では両鼻曝露時と同じ程度のマンガ
ン量の増加が確認された 。また別の報告では， Cナノ粒子（粒径 36 nm）をラ
ットに吸入曝露し，曝露から 1，3，5，7 日後に肺，嗅球，大脳，小脳を摘出した
ところ，曝露 1 日後に肺，嗅球，大脳，小脳中の C量の増加を確認した。その
後，肺，大脳，小脳では減少したが，嗅球では 7 日後まで増加し続けた 71。  
－19－ 
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.5 本研究の目的  
本研究では，嗅神経を介したナノ粒子の中枢神経系への移行に着目した。既存
   6 日後および 12 日後の肺，嗅球，および各脳組織中のマンガン量 70 
とが報告されている。Wangらは，二酸化チタンナノ粒子（粒径 25 nm，80 nm，
150 nm）の懸濁液を，マウスに点鼻投与し，嗅球中のチタンの分布を分析した。
その結果，150 nm粒子投与群の嗅球でチタンが最も多く分布し，25 nm粒子投与
群では最も少なかった 72 。またFechterらは，粒径が 1.3，18 μmの酸化マンガン粒
子を曝露したところ，嗅球でのマンガン量の増加は見られなかった 73 。嗅神経の
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Oberdorster らは，粒径 20 nm および 250 nm の二酸化チタン粒子をラットに吸入曝露した。 
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図 2-1 二酸化チタンナノ粒子（粒径 5 nm，100 nm）を気管内投与したマウスにおける 
投与 1，4，24 時間後の血液，肺，肝臓，脾臓，腎臓，脳中のチタン重量濃度 
* 対照群に対する t 検定結果（p＜0.05） 
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 著者らは，二酸化チタンナノ粒子（粒径 5 nm，100 nm）をBALB/cマウスに気管内投与し，
PIXE法を用いて臓器中のチタン重量濃度を定量した10。BALB/cマウス（雄，8 週齢）に，
二酸化チタンナノ粒子を重量濃度が 1.25 mg/mLとなるように生理食塩水中に懸濁した液を
100 μL気管内投与した。投与から 1 時間後，4 時間後，24 時間後にマウスを解剖し，血液，
肺，肝臓，脾臓，腎臓，大脳を摘出した。ホモジナイズ後，30～50 mg秤量した臓器を湿式
灰化にて溶解した後，サンプル内のチタン重量濃度をPIXE法により定量した。 
各サンプルの定量結果を図 2-1 に示す。縦軸はホモジナイズした臓器 1 g 当たりのチタン
重量濃度（μg Ti/g tissue）を示し，横軸は対照群（Control），5 nm 粒子曝露群，100 nm 粒子
曝露群の 3 群（各 6 匹）を示している。肺では，5 nm 粒子曝露群，100 nm 粒子曝露群でチ
タン重量濃度が有意に増加した。一方，肺以外の臓器や血液では，有意な差が見られなか
った。この結果から，気管内投与により肺に侵入した粒子は肺内で滞留したものの，血管




1～10 ppm であるため，臓器中に 1 μg Ti/g tissue 以上のチタンが含まれていないと検出でき
ない。また，図 2-1 より対照群の血液および臓器中には数 μg Ti/g tissue のチタンが検出され












 本実験では，Wistar ラット（雄，7 週齢）を 9 匹用いた。実験群は対照群（Control），5 nm
粒子（純度 99.7％，アナタース結晶型，SUPELCO 社製）曝露群，55 nm 粒子（ホソカワミ
－31－ 
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クロン社製）曝露群の 3 群（各 3 匹）とした。各二酸化チタンナノ粒子を滅菌生理食塩水
に 0.5 mg TiO2/mL saline となるよう懸濁し，これを投与試料とした。投与直前に 20 分間超
音波撹拌を行い，懸濁液中の粒子を分散させた後，各ラットに 0.5 mg TiO2/kg body weight
（平均体重：約 230 g）の濃度で二酸化チタンナノ粒子を気管内投与した。1 回目の投与か
ら 2 日後に，同様の方法で 2 回目の投与を行った。2 回目の投与から 24 時間後にラットを
解剖し，血液を採取した後，肺，肝臓，脾臓，腎臓を摘出した。これらの臓器を凍結乾燥
器で十分に乾燥させ，乾燥重量を秤量した。秤量後，臓器をマイクロウェーブ装置用のテ
フロン容器に入れ，硝酸 7 mL，フッ化水素酸 3 mL，インジウム（内部標準試料）を秤量し
た乾燥重量に対して 1 ppm 添加し，マイクロウェーブ湿式分解装置（MDS2000，CEM 社製）
を用いて湿式灰化した。試料が室温になるまで静置した後，4％ホウ酸水溶液 30 mL を添加
し，マイクロウェーブ湿式分解装置を用いて再度灰化処理した。この溶液を，ろ過滅菌フ
ィルター（マイレクス，孔径 0.45 μm，ミリポア社製）でろ過し，ろ過後の溶液を ICP-MS
（HP-4500，Hewlett Packard 社製）を用いて定量分析を行った。ICP-MS の分析条件は，プ
ラズマガス流量 15.1 L/min，補助ガス流量 1.0 L/min，キャリアガス流量 1.18 L/min，質量数
ごとの積分時間 3 秒，1 試料の測定繰り返し回数 3 回とした。装置に試料を導入後，試料の
置換時間を 30 秒，ペリスッティクポンプによる試料の置換速度を 0.50 rps，安定化待機時間
を 30 秒とし，試料中のチタン重量濃度を定量した。 
 
2.2.2.2 走査型電子顕微鏡を用いた二酸化チタンナノ粒子の観察 
2.2.2.1 で用いた粒径 5 nm と 55 nm の二酸化チタンナノ粒子を，電子天秤で 1 mg 秤量し，
ビーカーに入れた。これに生理食塩水 40 mL を加え，ガラス棒で撹拌した。7 分間超音波撹
拌を行った後，ガラス棒で再度撹拌し，さらに 3 分間超音波撹拌を行った。この溶液を 10 μL
採取し，真鍮に貼り付けたカーボンテープ上に，液滴が平らになるように滴下した。これ
を常温で乾燥させ，その液滴痕を SEM 観察試料とした。SEM 内に試料を導入する前に，白
金コーティングを行った。白金コーティングにより試料に導電性を持たせ，チャージアッ
プを防ぐとともに二次電子の発生を高めた。試料の表面を，電流 20 mA，照射時間 30 秒で
白金コーティングを行い，粒径 5 nm の試料は 5 回，粒径 55 nm の試料は 7 回この操作を繰
り返した。白金コーティング後，試料を SEM 内に導入して観察した。SEM は JSM-5600（日
本電子社製）を使用した。加速電圧を 15 kV，対物レンズ下面から試料までの距離（作動距
離）を 20 mm，電子ビームを調整するためのスポットサイズを 18～25，フィラメント電流
を 33～60 μA とした。試料は 450～10000 倍の倍率で観察した。 
 
2.2.3 結果 
 図 2-2 に，ICP-MS を用いた血液中および臓器中のチタン重量濃度の定量結果を示す。縦
軸は臓器の乾燥重量 1 g 中のチタン重量濃度（μg Ti/g tissue）を示している。横軸は対照群
（Control），5 nm 粒子曝露群，55 nm 粒子曝露群の 3 群（各 3 匹）を示している。肺中では， 
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図 2-2 二酸化チタンナノ粒子（粒径 5 nm，55 nm）を気管内投与したラットにおける 
投与 24 時間後の血液，肺，肝臓，脾臓，腎臓中のチタン重量濃度 
* 対照群に対する t 検定結果（p＜0.05） 
－33－ 
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図 2-3 生理食塩水中に懸濁した二酸化チタンナノ粒子の SEM 画像（倍率 3000 倍） 
（左）：二酸化チタンナノ粒子（5 nm），（右）：二酸化チタンナノ粒子（55 nm） 
 
チタン重量濃度が対照群（10 μg Ti/g tissue）と比べて 5 nm 粒子曝露群（147 μg Ti/g tissue），
55 nm 粒子曝露群（125 μg Ti/g tissue）で有意に増加した。肝臓中では，55 nm 粒子曝露群（3.3 
μg Ti/g tissue）で対照群（2.8 μg Ti/g tissue）よりもチタン重量濃度が有意に増加した。一方，
腎臓中では 55 nm 粒子曝露群（25 μg Ti/g tissue）で対照群（20 μg Ti/g tissue）よりも有意に
増加したものの，5 nm 粒子曝露群（20 μg Ti/g tissue）では対照群と有意な差は見られなかっ
た。また，血液中および脾臓中では，対照群と曝露群で有意な差は見られなかった。 
図 2-3 は，SEM により観察された二酸化チタンナノ粒子である。5 nm 粒子，55 nm 粒子
ともに，粒径が数 μm～10 μm の凝集体で観察された。 
 
2.2.4 考察 
 肺中ではチタン重量濃度が有意に増加し，対照群と比べて 5 nm 粒子曝露群では約 14 倍，












から 1 時間後および 24 時間後に粒子が確認された11。この結果は二酸化チタンナノ粒子が
－34－ 
 
















ン重量濃度が有意に増加した。したがって，気管内に投与された 55 nm 粒子の一部は血管
内に侵入し，これらの臓器へ移行した可能性がある。血中ではチタン重量濃度が増加しな
かったため，血中に侵入した 55 nm 粒子は投与 24 時間後には血中からこれらの臓器に移行
したと考えられる。一方，5 nm 粒子曝露群では，臓器中でもチタン重量濃度の増加は認め
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シリカナノ粒子の体内動態に関して，過去にいくつか報告がある。Xieらは，シリカナノ
粒子（粒径 20 nm，80 nm）をマウスに尾静脈投与したところ，20 nm粒子投与群の肺，肝臓，












本実験では，3H よりも測定効率の高い 14C で標識したシリカ粒子（14C–ADP–SiO2 粒子）







2.3.2.1 14C–ADP–SiO2 粒子の調整 
 14C–ADP–SiO2 粒子を，限外ろ過と遠心分離を用いて投与前に調整した。アデノシン 5’-
二リン酸三ナトリウム（14C–ADP, 740 kBq/mL，Perkin Elmer 社製）30 μL と，シランカップ
リング試薬（Fluka 社製）1 μL に蒸留水 0.5 mL，エタノール 0.5 mL を加えて室温で混合し
た。この溶液に，TEOS（Wako 社製）2 μL，エタノール 30 μL，水酸化アンモニウム 10 μL
を添加し，7～8 日間，室温で重合反応させた。重合反応完了後，撹拌式限外ろ過装置（Model 
8003 series，ミリポア社製）を用いて限外ろ過を行い，凝集した粒子を取り除いた。はじめ
に，孔径 30 nm 以下のメンブレンフィルター（YM-100，ミリポア社製）を用いて，粒径が
30 nm より大きい 14C–ADP–SiO2 粒子を取り除いた。得られたろ液を，孔径 6 nm 以下のメン
ブレンフィルター（YM-10，ミリポア社製）を用いて限外ろ過を行い，装置本体に残った懸
濁液 1 mL を回収した。この操作により，14C–ADP–SiO2 粒子より解離した 14C–ADP がろ液
として排出され，残った懸濁液に粒径が 6～30 nm の 14C–ADP–SiO2粒子を回収することが
できる。限外ろ過後の懸濁液に，塩化ナトリウムを終濃度が 0.9％となるように添加し，血
液中の塩分濃度と同等にした。さらに，この懸濁液を遠心分離（12000 g, 10 分間）するこ
－36－ 
 






 さらに，限外ろ過後の懸濁液中に含まれる 14C–ADP–SiO2 粒子を，透過型電子顕微鏡（TEM，
JEM-2010，日本電子社製）にて観察した。限外ろ過により調整した 14C–ADP–SiO2粒子懸濁
液 2 μL を，コロジオン膜付 TEM グリッド（日新 EM 社製）の上に滴下し，1 晩室温で静置
した。翌日，グリッドを真空乾燥機内に入れて 24 時間真空引きを行い，試料を完全に乾燥




5 分，繰り返し測定回数 1 回とした。得られた放射能（Bq）と粒度分布で得られたピーク粒
径から，14C–ADP–SiO2 粒子の重量濃度を下記の式より算出した。 
 
ܥ௪௘௜௚௛௧ ൌ ܥ௡௨௠௕௘௥ ൈ ௣ܹ௔௥௧௜௖௟௘                                                     （1） 
Cweight ：14C–ADP–SiO2 粒子の重量濃度（mg/mL） 
Cnumber ：14C–ADP–SiO2 粒子の個数濃度（particle/mL） 
Wparticle ：14C–ADP–SiO2 粒子 1 個の重量（mg/particle） 
 
 
図 2-4 14C–ADP–SiO2 粒子の構造* 
* 粒径が 2 nm の 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子に 14C–ADP が 1 分子含まれている。4 nm 粒子は 
8 個の 2 nm 粒子，6 nm 粒子は 27 個の 2 nm 粒子で構成され，球状の粒子を形成する。 
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調整された 14C–ADP–SiO2粒子は，粒径が 2 nm の 14C–ADP–SiO2 粒子が結合して構成され
た粒子で，1 個の粒子に 14C–ADP が 1 分子含まれていると仮定した（図 2-4）。これは，粒
径が 2 nm の 14C–ADP–SiO2粒子中に放射能が確認されたことに基づいている。この仮定の
下，測定された懸濁液中の放射能（Bq）と 14C の半減期（5730 年）より算出される懸濁液
中の 14C 原子数を，粒度分布で得られたピーク粒径の 14C–ADP–SiO2粒子 1 個当たりに含ま
れる 14C 原子数で除することで Cnumber を求めた。Wparticleはシリカ密度（2.3×10–18 mg/nm3）
と粒子体積の積で求めた。 
 
2.3.2.2 14C–ADP–SiO2 粒子のマウス尾静脈投与と放射能測定試料の作成 
本実験では，ICR マウス（雄，8 週齢）を計 32 匹用いた。実験群は，対照群（2 匹），限
外ろ過後の懸濁液投与群（15 匹），遠心分離後の懸濁液投与群（15 匹）の 3 群とした。投
与する直前に，各マウスにアバーチン麻酔液（1.25％トリブロモエタノール）を 0.025 mL/g 
body weightとなるように腹腔内注射した。麻酔完了後，限外ろ過後の懸濁液投与群には0.073 
mg SiO2/kg body weight，遠心分離後の懸濁液投与群には 0.12 mg SiO2/kg body weight となる




た。血液は 0.2 mL を分注してシンチレーションバイアルに入れ，ソルエン 350（Perkin Elmer
社製）とイソプロピルアルコール（Wako 社製）の混合液（1:1, v/v）を 1 mL 添加した後，
50℃で 15 分間加温した。加温後，30％過酸化水素水を 0.5 mL 添加して脱色し，ハイオニッ
クフロー（Perkin Elmer 社製）を 10 mL 添加した溶液を測定対象試料とした。骨は電子天秤
にて秤量後，そのままシンチレーションバイアルに入れ，硝酸と過塩素酸の混合液（1:1, v/v）












して，各サンプルの測定時間 5 分，繰り返し測定回数 1 回とした。得られた放射能（Bq）
－38－ 
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から各組織全体に含まれる放射能を，下記の式より算出した。 
 















௘ ܴ௜௡௝௘௖௧௘ௗ ൈ 100                                                   （3） ௧ܲ௜௦௦௨ ൌ ܴ௧௜௦௦௨௘/





 各組織中の 14C–ADP–SiO2 粒子重量濃度は下記の式より算出した。 
 
ܥ௧௜௦௦௨௘ ൌ ܯ௜௡௝௘௖௧௘ௗ ൈ  ௧ܲ௜௦௦௨௘/ ௧ܹ௜௦௦௨௘                                                （5） 
Ctissue ：各組織中に含まれる 14C–ADP–SiO2粒子重量濃度（pg SiO2/mg tissue） 




より，粒径の違いによる 14C–ADP–SiO2 粒子の体内動態の変化を検討した。 
 
2.3.2.4 14C–ADP–SiO2 粒子のマウス尾静脈投与による排泄実験 
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うに添加した後，粒径測定システムを用いて粒度分布を測定した。 
投与する動物として，マウス（ICR，雄，8 週齢）を 5 匹用いた。実験群は，対照群（1  
匹），投与群（4 匹）の 2 群とした。投与群のマウスに，アバーチン麻酔液を 0.025 mL/g body 
weight となるように腹腔内注射した。麻酔完了後，14C–ADP–SiO2懸濁液を 0.083 mg SiO2/kg 
body weight となるように尾静脈注射した。それぞれのマウスを個々の代謝ケージに入れ，
尿と糞を採取した。投与から 6 時間後と，1～7 日後まで毎日尿と糞を採取し，採取後は冷
蔵庫に保存した。7 日後，各採取時間の尿をそれぞれ電子天秤で秤量し，その全量を個々の
シンチレーションバイアルに入れた。ハイオニックフローを 18 mL 添加した溶液を，測定
対象試料とした。糞は各採取時間の糞をそれぞれ電子天秤で秤量した後，50 mg 秤量して
個々のシンチレーションバイアルに入れた。蒸留水 0.25 mL を添加して軽くホモジナイズし
た後，ソルエン 350 を 2 mL 添加して 50℃で 2 時間加温し，糞を溶解した。加温後，ハイオ




 図 2-5 は限外ろ過後および遠心分離後の懸濁液中に含まれる 14C–ADP–SiO2粒子の粒度分
布結果である。各懸濁液中に含まれる 14C–ADP–SiO2 粒子のピーク粒径は，体内動態実験で
用いた遠心分離後の懸濁液が 11 nm，限外ろ過後の懸濁液が 130 nm，排泄実験で用いた限
外ろ過後の懸濁液が 106 nm であった（以下，これらの懸濁液を 14C–ADP–SiO2ナノ粒子，
14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（130 nm），14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（106 nm）と
記す）。各懸濁液中の粒径範囲は，14C–ADP–SiO2 ナノ粒子が 10.2～15.0 nm，14C–ADP–SiO2
サブミクロン粒子（130 nm）が 104～333 nm，14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（106 nm）
































































Peak Diameter: 106 nm
(A) (B) (C)
 
図 2-5  14C–ADP–SiO2 粒子の粒度分布 
（A）：14C–ADP–SiO2 ナノ粒子（11 nm），（B）：14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（130 nm）， 
（C）：14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（106 nm） 
－40－ 
 




図 2-6 限外ろ過後に得られた 14C–ADP–SiO2 粒子の TEM 画像（倍率 10 万倍） 
 
図2-6はTEMにて観察された限外ろ過後の懸濁液に含まれる 14C–ADP–SiO2粒子である。
この画像から，限外ろ過後の 14C–ADP–SiO2 粒子は粒径が 150～200 nm まで凝集しているこ
とが分かった。この TEM 観察用に使用した懸濁液中の粒度分布を測定したところ，ピーク
粒径は 167 nm となり同様の結果が得られた。したがって，限外ろ過後の 14C–ADP–SiO2粒
子はサブミクロンサイズまで凝集を起こしていることが確認された。 
 図 2-7に，14C–ADP–SiO2ナノ粒子投与群および 14C–ADP–SiO2サブミクロン粒子（130 nm）
投与群の血液中および各組織中における 14C–ADP–SiO2 粒子重量濃度の経時変化を示す。
14C–ADP–SiO2 ナノ粒子投与群では，血液中で投与 2 時間後まで 14C–ADP–SiO2 粒子重量濃
度が増加した（465 pg SiO2/mg tissue）。その後，投与 8 時間後まで緩やかに減少し（429 pg 
SiO2/mg tissue），さらに投与 8 時間後から 24 時間後の間に急激に減少した（291 pg SiO2/mg 
tissue）。投与から 24 時間後，14C–ADP–SiO2ナノ粒子は主に心臓（376 pg SiO2/mg tissue），
肺（466 pg SiO2/mg tissue），脾臓（315 pg SiO2/mg tissue），リンパ節（412 pg SiO2/mg tissue）
へ移行した。心臓と肺では，14C–ADP–SiO2 粒子重量濃度が一時的に増加したり減少したり
した。心臓，脾臓，リンパ節，盲腸，肝臓，小腸，骨では投与 8 時間後から 24 時間後の間
に顕著に 14C–ADP–SiO2 粒子重量濃度が増加した。 
一方，14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（130 nm）投与群では，血液中の粒子重量濃度が
投与 1 時間後（251 pg SiO2/mg tissue）から 24 時間後（174 pg SiO2/mg tissue）まで減少し続
けた。投与から 24 時間後，14C–ADP–SiO2粒子は主に心臓（186 pg SiO2/mg tissue），肺（206 
pg SiO2/mg tissue），脾臓（138 pg SiO2/mg tissue），リンパ節（106 pg SiO2/mg tissue），腎臓（184 
pg SiO2/mg tissue）へ移行した。心臓，肺，小腸，大腸，骨，皮膚，筋肉では，投与 2 時間
後に一時的に 14C–ADP–SiO2 粒子重量濃度が減少し，投与 4 時間後では増加した。一方，リ
ンパ節，盲腸，嗅球，胃腸管内容物，脳では，投与 2 時間後に一時的に 14C–ADP–SiO2 粒子
重量濃度が増加し，投与4時間後では減少した。腎臓では，投与8時間後（150 pg SiO2/mg tissue） 
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図 2-7 14C–ADP–SiO2 粒子を尾静脈投与したマウスの血液中および各組織中における粒子重量濃度の経時変化 
（A）：14C–ADP–SiO2 ナノ粒子（11 nm）投与群，（B）：14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（130 nm）投与群 
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図 2-8 14C–ADP–SiO2 粒子を尾静脈投与したマウスの血液中および各組織中における投与量に対する百分率の経時変化 
（A）：14C–ADP–SiO2 ナノ粒子（11 nm）投与群，（B）：14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（130 nm）投与群 
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まで 14C–ADP–SiO2 粒子重量濃度が減少し続けたが，投与 24 時間後には増加した（184 pg 
SiO2/mg tissue）。 
 図 2-8 は 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子投与群，14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（130 nm）投与
群の各組織における，投与量に対する百分率（以下，血液中の百分率は滞留率，各組織中
の百分率は移行率と記す）の経時変化を表している。14C–ADP–SiO2 ナノ粒子投与群，
14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（130 nm）投与群ともに，血液中で最も 14C–ADP–SiO2 粒
子が滞留していた。両群を比較すると，投与 8 時間後まで，14C–ADP–SiO2ナノ粒子投与群
の方が 14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（130 nm）投与群よりも血液中でより多く滞留して
いた。しかし，投与 24 時間後の滞留率は，14C–ADP–SiO2 ナノ粒子投与群で 20％，





の骨（3.3％），皮膚（2.0％），リンパ節（0.73％）よりも 2 倍以上の 14C–ADP–SiO2 粒子が移
行していた。一方，投与 24 時間後の腎臓では，14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（130 nm）
投与群の腎臓（4.2％）で，14C–ADP–SiO2 ナノ粒子投与群の腎臓（2.2％）の 2 倍近くの
14C–ADP–SiO2 粒子が移行していた。胃，小腸，大腸，盲腸では両群間の差はほとんど見ら
れなかった。しかし，胃腸管内容物では 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子投与群（1.0％）で，
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図 2-9 は 14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（106 nm）を尾静脈投与したマウスにおける，
尿中および糞中へ排泄された粒子の投与量に対する百分率（以下，排泄率と記す）を示し
ている。尿中への排泄率は次第に減少し，投与 1 日後で 20％，2 日後で 7.6％，3 日後で 4.3％，
7 日後で 0.77％であった。投与後 7 日間における尿中への総排泄率は 39％であった。一方，
糞中への排泄率は，投与 5 日後までほぼ一定（2.6～4.2％）であった。その後やや減少し，
投与 6 日後で 1.1％，7 日後で 1.0％であった。投与後 7 日間における糞中への総排泄率は
21％であった。したがって，尿中および糞中への投与後 7 日間の総排泄率は 60％となった。 
図2-10は 14C–ADP–SiO2ナノ粒子投与群および 14C–ADP–SiO2サブミクロン粒子（130 nm）
投与群の血液中および全組織中に存在する 14C–ADP–SiO2 粒子の総和（以下，体内滞留率と
記す）を示している。投与 1 時間後の体内滞留率は 14C–ADP–SiO2ナノ粒子投与群で 77％，
14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（130 nm）投与群で 78％とほぼ同じ値となった。しかし，
投与 2 時間後では，14C–ADP–SiO2 ナノ粒子投与群ではほぼ変化がなかったのに対し，
14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（130 nm）投与群では急激に減少した。その後は両群とも
ほぼ同じ挙動を示し，経過時間とともに次第に体内滞留率が減少した。投与 24 時間後の体
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 尾静脈投与後の 14C–ADP–SiO2 粒子の投与量に対する百分率は，投与 24 時間後まで全組
織のうち血液が最も高くなった。この理由として，14C–ADP–SiO2 粒子と他の組織との相互
作用が起こりにくく，血管内で循環し続けたことが考えられる。Xieらは，125I 標識シリカ
ナノ粒子（粒径 20 nm，80 nm）をマウスに尾静脈投与したところ，投与 24 時間後の血液中




















 血液中の 14C–ADP–SiO2 粒子の動態を比較すると，14C–ADP–SiO2 ナノ粒子投与群の方が
14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（130 nm）投与群よりも血液中に多く滞留した。Oberdorster
らがまとめたナノサイズからミクロンサイズの粒子を吸入曝露した過去の文献のレビュー
では，粒径が 0.5 μm，3 μm，10 μmの粒子は曝露量の約 80％の粒子が曝露 24 時間後には肺










 両群の 14C–ADP–SiO2 粒子は主に心臓，肺，脾臓，リンパ節へ移行した。既存の研究では，
曝露されたナノ粒子が，心臓およびリンパ節の内皮細胞27, 28，肺胞マクロファージ29，脾臓
マクロファージ30に取り込まれたことが報告されている。またリンパ節では，14C–ADP–SiO2









マウスに尾静脈投与したところ，投与 4 時間後に，投与量の約 25％が肝臓へ移行していた32。




 14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（130 nm）投与群では，14C–ADP–SiO2 ナノ粒子投与群よ
りも腎臓に多く蓄積した。この理由として，14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（130 nm）は
腎臓の糸球体に存在するフィルターにトラップされてそのまま蓄積したことが考えられる。
一般的に，粒径 4 nm以下の分子は糸球体のフィルターを自由に通過できるが，粒径 8 nm以
上の粒子は通過しにくくなる14。Choiらが行った 99mTc標識量子ドットのマウスへの尾静脈




され，投与後 7 日間で 39％が尿中へ排泄された。また，過去にもナノ粒子が尿中へ排泄さ
れた報告がある。Kreylingらは，192Ir標識イリジウムナノ粒子（粒径 15 nm，80 nm）をラッ
トに気管内投与したところ，7 日後までに投与量の 60％が尿中へ排泄された35。さらに，Singh
らは，単層カーボンナノチューブ（直径 1 nm，長さ 300～1000 nm）および多層カーボンナ
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間に代謝あるいは溶解により糸球体のフィルターを通過できるほど小さな粒径になった可
能性がある。二つ目に，糸球体がナノ粒子により損傷を受け，より大きな粒子が通過でき
るようになった可能性がある。L’Azouらは，カーボンブラックナノ粒子（粒径 13 nm，20 nm，




 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子投与群，14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（130 nm）投与群ともに，
胃腸管内容物中に 14C–ADP–SiO2 粒子が確認された。投与後 24 時間の間に，14C–ADP–SiO2
ナノ粒子投与群では投与量の 6.7％，14C–ADP–SiO2サブミクロン粒子（130 nm）投与群では
投与量の 2.8％の 14C–ADP–SiO2 粒子が胃腸管内容物に含まれていた。これは肝臓へ移行し
た 14C–ADP–SiO2 粒子が，胆汁と一緒に十二指腸で分泌され，胃腸管内容物と混入した可能
性がある。投与1時間後における肝臓での移行率は，14C–ADP–SiO2ナノ粒子投与群が8.0％，




泄実験では，14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（106 nm）投与群の糞中から 14C–ADP–SiO2






組織 1 mg当たりの 14C–ADP–SiO2 粒子重量濃度で評価した場合，各臓器中の方が筋肉，骨，
皮膚よりも高い値を示した。このことから，臓器中の方が筋肉，骨，皮膚よりも蓄積性が
高い可能性がある。投与 24 時間後の 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子投与群と 14C–ADP–SiO2サブミ
クロン粒子（130 nm）投与群の骨中の移行率を比較すると，14C–ADP–SiO2ナノ粒子投与群
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 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子投与群，14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（130 nm）投与群ともに，
血中に投与した 14C–ADP–SiO2 粒子は脳や嗅球へはほとんど移行しないことが確認された。
Nemmarらは，99mTc標識金ナノ粒子（粒径＜80 nm）をハムスターに気管内投与したところ，
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図 3-1 嗅覚の神経回路の模式図 
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図 3-3 嗅粘膜の走査型電子顕微鏡像4（一部改編） 
 
図 3-2 はマウスの鼻腔の断面図である3。鼻腔は鼻先から鼻奥にかけて次第に複雑に入り 
組んでいる。鼻先にある上顎甲介には嗅上皮が存在せず，呼吸上皮が覆っている。断面図 A


















対応する嗅球のゾーンII，III，IVへと投射している（Zone-to-zone projection）。図 3-4 は， 
ゾーン I の嗅神経の Zone-to-zone projection を表している。ゾーン I に存在する同種のにお 
－57－ 
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ー粒子を，マウス（BALB/c）の片鼻に点鼻投与した。粒径 15 nm の蛍光ポリマーナノ粒子
（個数濃度 5.5×1015 particles/mL，励起波長 552 nm，Micromod 社製）と，粒径 250 nm の蛍
光ポリマー粒子（個数濃度 3.0×1012 particles/mL，励起波長 320 nm，Micromod 社製）を混合  
－59－ 
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図 3-6 蛍光ポリマー粒子（粒径 15 nm，250 nm）混合液を点鼻投与したマウスにおける 
投与 24 時間後の嗅覚切片の共焦点レーザー顕微鏡像 
（左図）：全体像（倍率 100 倍），（右図）：左図赤枠内の拡大像（倍率 600 倍） 




レーザー顕微鏡（FV300，オリンパス社製）にて観察した。図 3-6 は赤色レーザ （ー波長 580 
nm）で 15 nm 粒子を励起させて観察した嗅覚切片である。嗅神経の標識タンパク質（OMP）
を用いた免疫染色により，嗅神経が緑色に標識されている。嗅細胞の細胞体が存在する嗅
上皮では，15 nm 粒子が一様に侵入している様子が観察された。また，嗅球の糸球体層にお
いても，図 3-6 の拡大像（B）が示す通り，15 nm 粒子が点在していた。一方，青色レーザ
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図 3-7 嗅球の糸球体層に存在する自家蛍光 
（A）：青色レーザー（波長 458 nm）による蛍光画像，（B）：緑色レーザー（波長 488 nm） 
による蛍光画像，（C）：赤色レーザー（波長 543 nm）による蛍光画像 
 
しかし，BALB/c の嗅球には自家蛍光と呼ばれる生体組織由来の蛍光が強く観察される場






















 本実験では，Sprague-Dawleyラット（雄，7 週齢）を 4 匹用いた。実験群は単回投与群（n 
－61－ 
 
第 3 章 ナノ粒子の嗅神経を介した嗅球への移行経路 
= 2）と複数回投与群（n = 2）の 2 群とした。単回投与群のラットは，ネンブタール注射液
（5 mg /mL）を腹腔内に 350 μL投与して麻酔をかけた後，蛍光ポリスチレンナノ粒子（粒
径 40 nm，個数濃度 1.1×1015 paticles/mL，励起波長 540 nm，Molecular Probes社製）を，マイ
クロピペットで左鼻に 10 μL点鼻投与した。複数回投与群のラットは，ネンブタール麻酔後，
マイクロピペットで左鼻に各回 10 μLずつ，連続的に計 4 回投与した。投与した液が完全に
鼻腔内に吸い込まれたのを確認した後，次の 10 μLを投与した。1 回目の投与から 10 分以内
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図 3-8 蛍光ポリスチレンナノ粒子（粒径 40 nm）を単回点鼻投与したラットにおける投与 
8 時間後の嗅覚切片の共焦点レーザー顕微鏡像 
（A）：切片の全体像，（B）：嗅粘膜の拡大像（倍率 100 倍），（C）：呼吸上皮の 
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図 3-9 蛍光ポリスチレンナノ粒子（粒径 40 nm）を単回点鼻投与したラットにおける投与 
8 時間後の嗅粘膜の共焦点レーザー顕微鏡像 
（A）：低倍率像（倍率 100 倍），（B）：嗅粘膜の拡大像（倍率 1000 倍）， 
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図 3-10 蛍光ポリスチレンナノ粒子（粒径 40 nm）を単回点鼻投与したラットにおける投与 
8 時間後の呼吸上皮の共焦点レーザー顕微鏡像 














ことが確認された。図 3-10（B）の画像と同様の結果は，図 3-2 で示した鼻腔の断面図 B 付
近の切片でも得られた。一方で，図 3-2 の鼻腔の断面図 A，C，D，E 付近の切片では，鼻
腔，呼吸上皮，嗅粘膜ともに蛍光は確認されなかった。また，嗅球の切片でも蛍光は確認
されなかった。 
図 3-11 は蛍光ポリスチレンナノ粒子（粒径 40 nm）を複数回点鼻投与したラットの投与
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図 3-11 蛍光ポリスチレンナノ粒子（粒径 40 nm）を複数回点鼻投与したラットにおける 
投与 24 時間後の嗅覚切片の共焦点レーザー顕微鏡像 
（A）：切片の全体像，（B）：呼吸上皮上部の拡大像（倍率 100 倍）， 
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図 3-12 金コロイド（粒径 5 nm）を点鼻投与したマウスにおける投与 24 時間後に 
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とができる。 











 本実験では，BALB/c マウス（雄，10 週齢）を 2 匹用いた。ネンブタール注射液（5 mg/mL）
を 350 μL 腹腔内注射した後，金コロイド（粒径 15 nm，BB International 社製）をマウスの
左鼻に 10 μL 点鼻投与した。投与から 24 時間後，ネンブタール注射液で麻酔をかけ，0.2％
ヘパリン含有生理食塩水にて右心房より約 15 分間灌流し，固定液（4％パラホルムアルデ
ヒドと 1％グルタルアルデヒドの混合液）にて約 20 分間固定した。灌流固定後，30 分間室
温にて静置して組織を固定し，断頭して嗅上皮と嗅球を摘出し，上記の固定液中で 2 日間
浸漬固定した。2 日後，1％オスミウム酸に嗅上皮を 10 分間，嗅球を 30 分間浸した後，0.1M
リン酸緩衝液で 30 分間，蒸留水で 20 分間洗浄した。洗浄後，50％，70％，80％，90％，
95％エタノールに各 10 分間氷上で冷やしながら浸けて徐々に脱水し，さらに 100％エタノ
ールに 15 分間浸けた。その後，100％エタノールとプロピレンオキサイドの等量混合液に
15分間，プロピレンオキサイドに 30分間，プロピレンオキサイドとエポン樹脂（Quetol 812，
日新 EM 社製）の等量混合液に 8 時間，プロピレンオキサイドとエポン樹脂（1：2，v/v）
の混合液に 6 時間浸けて徐々に置換した。その後，エポン樹脂に 37°C で 15 時間，60°C で
3 日間浸けて樹脂包埋した。この樹脂をダイヤモンドナイフ（ultra 45°，日新 EM 社製）を
取り付けたウルトラミクロトーム（Reichert-Jung Ultra-cut，Leica 社製）を用いて，厚さが約
60 nm の超薄切片を作成した。作成した超薄切片を，TEM 用のグリッド（Ni グリッド，日
新 EM 社製）に載せ，酢酸ウランに 7 分間，クエン酸鉛に 5 分間浸けて電子染色を行った。
染色後，蒸留水で洗浄し，室温で乾燥させたグリッドを TEM（JEM-1220，日本電子社製）
を用いて観察した。測定条件は加速電圧 80 kV，倍率は 1000～30 万倍とした。 
 
3.4.3 結果 
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図 3-13 金コロイド（粒径 15 nm）の TEM 画像（倍率 30 万倍） 
 
 
図 3-14 嗅球の嗅神経層および糸球体層の TEM 画像 
（A）：嗅神経層および糸球体層（倍率 2500 倍），（B）：糸球体層（倍率 5000 倍）， 
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灰色に見える嗅神経層をさらに拡大すると，左下の図のように見える。直径約 200 nm の嗅
神経の軸索が約 20 本集まって嗅神経束を形成し，これらが嗅神経層となって存在している。 









図 3-15 金コロイド（15 nm）を点鼻投与したマウスにおける投与 24 時間後に解剖した 
嗅球の糸球体層の TEM 画像 （A）：低倍率像（倍率 25000 倍），（B）：黄枠内の
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ンナノ粒子の点鼻投与と同様の方法で行っており，嗅粘膜への沈着量は部位により異なっ
たと考えられる。作成した超薄切片の大きさは 0.5 mm×0.5 mm四方で，その厚さは約 6×
10-5 mmであることから，その体積は約 1.5×10-5 mm3 である。マウスの嗅球の体積は，10
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図 4-1 DEPの個数濃度と重量濃度 1（一部改編）  
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付着元素が嗅粘膜および嗅球内で蓄積しているかを観察した。さらに，得られた
元素マッピング像より元素の局在が確認された部位において，X 線吸収微細構造
法（XAFS）分析を行い，その元素の局在が DEP 由来であるかを検討した。  
 
 
4.2 ディーゼル排気粒子の物理化学的特性  
 













粒子で構成され，重量濃度は全体の 5～20％を占めている。  
 DEPの化学成分はスス，炭化水素，可溶性有機成分，硫黄分，金属分などに分
類される（図 4-2） 3。主成分は炭素であり，元素状炭素や有機性炭素が全体の約













図 4-2 DEPの構成成分 3 
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素が含まれている 4。  
DEPの化学組成や粒径分布は車両の種類，走行条件，燃料やエンジンオイルの




4.3 エンジンオイルおよび DEP の組成分析  
 












ル排気から，DEP と DEP を除いたガス成分をそれぞれフィルターに捕集し，これ




4.3.2 実験方法  
4.3.2.1 DEP のサンプリング  




行った。ディーゼルエンジンを回転数 2000 rpm，トルク 0 N･m で稼働し，稼働積  
－79－ 
 











































図 4-3 DEPの組成成分 4（一部改編）  
 
算時間が 250 時間に達した時点でオイルを採取した。  
 DEP とディーゼル排気に含まれるガス成分のサンプリングも，国立環境研究所
のナノ粒子曝露棟にて行った。実験群は，ディーゼル排気のガス成分のみを捕集
したフィルターと，DEP を捕集したフィルターの 2 群とした。はじめに，ディー
ゼルエンジンを回転数 2000 rpm，トルク 0 N･m で稼働し，ディーゼル排気ガスを
発生させた。発生した排気ガスを希釈トンネルに導入し，これをミニポンプ（Σ-100，
柴田科学社製）で吸引した。排気ガス発生場所から 10 m 離れた希釈トンネル内
にて，DEP を 2 枚のテフロンフィルター（住友電工社製）にそれぞれ 3.5～4.1 m3
ずつ捕集した。また，発生した排気ガスから DEP をフィルターで捕集した残りの
ガス成分のみを，2 枚のテフロンフィルターにそれぞれ 6.1～6.2 m3 ずつ捕集した。 
 
4.3.2.2 エンジンオイルの湿式分解  
サンプリングした使用前オイルと使用後オイルをそれぞれ 1 g 秤量し，高圧分
解用容器に入れた。サンプル数は各群 2 本ずつとした。各容器に 60％硝酸 4 ml，
30％過酸化水素 1 mL を加え，マイクロウェーブ湿式分解装置（MDS2000，CEM
社製）を用いて出力 400 W，照射時間 10 分間で高圧分解し，オイルを溶解した。
－80－ 
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マイクロウェーブ照射後，室温で静置して冷却した。容器中のオイルから揮発し
た蒸気が出なくなったことを確認した後，オイル溶解液を遠沈管に移した。別の
遠沈管に 800 μL 分注し，内部標準溶液として 2 ppm インジウム溶液を 100 μL を




4.4.2.3 DEP の湿式分解  
捕集後のフィルタ （ーガス成分捕集フィルター2 枚，DEP 捕集フィルター2 枚）
をそれぞれ高圧分解用容器に入れ，60％硝酸 6 mL，50％フッ化水素酸 3 mL，30％
過酸化水素 1 mL を加えた。マイクロウェーブ湿式分解装置を用いて出力 250 W
（照射時間 2 分），0 W（1 分），250 W（5 分），400 W（5 分），500 W（5 分），600 
W（5 分），400 W（30 分）で高圧分解し，テフロンフィルターに捕集したガス成
分や DEP を溶解した。マイクロウェーブ照射後，室温で静置して冷却した。容器
から揮発した蒸気が出なくなったことを確認した後，4％ホウ酸を 30 mL 入れた。
マイクロウェーブ湿式分解装置を用いて出力 400 W，照射時間 10 分間で処理した
後，室温で静置して冷却した。冷却後，フィルターを除き，溶解液を遠沈管に移
した。別の遠沈管に 9.75 mL 分注し，内部標準溶液として 2 ppm のインジウムを




4.4.2.4 ICP-MS を用いた定量分析  
 湿式分解により作成した溶液を， ICP-MS（HP4500，Hewlett Packard 社製）を
用いて定量した。図 4-3 で質量濃度が高かった元素を中心に，測定対象元素を Na，
Al，K，Ca，Sc，Ti，V，Cr，Mn，Fe，Ni，Cu，Zn，Ga，Br，Sr，Zr，Mo，Cd，
Cs，Ba，Pt，Pb とした。検量線の希釈系列は，0，10，100，500，1000 ppb とし
た。内部標準元素として，インジウムを 50 ppb となるように加えた。 ICP-MS の
分析条件は，プラズマガス流量 15 L/min，補助ガス流量 1.0 L/min，キャリアガス
流量 1.2 L/min，質量数ごとの積分時間 3 秒，1 試料の測定繰り返し回数 3 回に設
定した。装置に試料を導入後，試料の置換時間を 30 秒，ペリスッティクポンプに
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4.3.3 結果  
4.3.3.1 エンジンオイルに含まれる金属元素  









4.3.3.2 DEP に付着した金属元素  
 表 4-2 は，ガス成分および DEP を捕集したフィルターに含まれる元素の重量濃
度（ng/g）を示している。測定した元素の内，定量下限よりも高い値を示した元
素を，ガス成分中の重量濃度が高い順に表記した。ガス成分，DEP ともに Na，
Ti，Ni が検出された。一方，Al，Cr，V はガス成分のみで検出され，Ca，Zn は
DEP のみで検出された。表 4-1 と比較すると，Na，Al，Ca，Ti，Cr，Zn はエンジ
ンオイル中でも検出されたが，V と Ni はエンジンオイル中では検出されなかった。 
 
表 4-1 使用前および使用後のエンジンオイルに含まれる元素の重量濃度  
元素 使用前オイル 使用後オイル 
   （μg/g）  （μg/g） 
Zn 1858  1636  
Ca  498   476  
Na      9.29         5.78 * 
Al      1.62       1.66  
Mo      1.41       1.29  
Ti      1.30       1.16  
K      0.79       0.57  
Cr      0.67       0.77  
Sr      0.28       0.24  
Sc      0.03       0.03  
Mn     N.D.**      0.10  
Cu     N.D.**      0.07  
* オイル使用前に対する t 検定結果（p < 0.05）  
** N.D.：Not Detected 
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表 4-2 DEP とガス成分に含まれる元素の重量濃度  
元素 ガス成分 DEP 
  （ng/g） （ng/g） 
Na 31.8  89.2  
Al   9.35   N.D.* 
Ti   4.52    1.32  
Cr   3.01   N.D.* 
Ni   0.54    0.21  
V   0.41   N.D.* 
Ca  N.D.* 34.9  
Zn  N.D.* 23.6  
* N.D.：Not Detected 
 
4.3.4 考察  
 エンジンオイル中の元素の定量では，使用前オイル，使用後オイルともに Zn，










ルの影響を受けると考えられる。一方，ガス成分では V，DEP では Ni が検出さ





Ti，V，Cr，Ni，Zn の内，Al，Cr，V はガス成分のみで検出され，Ca と Zn は DEP
のみで検出された。この結果から，ディーゼル排気に含まれる金属化合物や金属
イオンが DEP へ付着するかは，元素種に依存すると考えられる。DEP 中の重量濃
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4.4 DEP を吸入曝露したマウスの嗅粘膜および嗅球のイメージング  
 

























4.4.2 実験方法  
4.4.2.1 マウスへの DEP 吸入曝露  
 本実験では，BALB/c マウス（雄，8 週齢）を 4 匹用いた。対照群と曝露群の 2
群とし，各群にマウスを 2 匹用いた。曝露実験は，国立環境研究所のナノ粒子曝
露棟にて行った。ディーゼルエンジンを稼働させ，ディーゼル排気（DEP とガス
成分を含む）を曝露チャンバーに導入した。その際，DEP の中心径が 40 nm とな
るよう，希釈トンネルの風速を調整した。曝露群のマウスを曝露チャンバー内に
入れ，重量濃度が 0.1 mg/m3 の DEP を 4 週間吸入曝露した。対照群のマウスには，
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急速凍結した後，－80°C で凍結保存した。  
 








粘膜，嗅球が観察できる部位を選定して作成した。各切片の厚さは 50 μmとした。  
 
4.4.2.3 免疫染色  
 切片が貼り付いた粘着フィルムをスライドグラスに載せ，これに免疫染色を行
った。4％ホルムアルデヒド溶液を 300 μL 滴下し，30 分間室温で遮光して静置し，
組織を固定した。PBS で 5 分間×3 回洗浄した後，切片の周りにリキッドブロー
カーを塗布した。塗布後，ブロッキング液（表 4-3）を 300 μL 滴下し，1 時間室
温で遮光して静置した。1 時間後，ブロッキング液を除去し，一次抗体（表 4-3）
を 120 μL 滴下し，1 晩 4°C で遮光して静置した。翌日，PBS で 5 分間×3 回洗浄
した後，二次抗体（表 4-3）を 120 μL 滴下し，2 時間室温で遮光して静置した。
その後，PBS で 5 分間×3 回洗浄し，染色を完了した。この切片を，共焦点レー
ザー顕微鏡（FV300，オリンパス社製）を用いて観察した。観察後，粘着フィル  
 
表 4-3 ブロッキング液，一次抗体および二次抗体の組成  
溶液 溶液の組成と作成方法 
1％ BSA （Bovine Serum Albumin） 
1％ NGS （Normal Goat Serum）   
ブロッキング液 0.3％ Triton X-100  
0.5％ NaN3 
*上記の濃度で 10 mM PBS 中に添加 
一次抗体 NeuN （Neuronal Nuclei，ホスト：Mouse） 
*ブロッキング液で 1000 倍に希釈 
二次抗体 Alexa Fluor 546 （Anti-Mouse IgG Antibodies，ホスト：Goat） 
*ブロッキング液で 1000 倍に希釈 
－85－ 
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図 4-4 シンクロトロン放射光励起蛍光 X 線分析装置  
 
ムをスライドグラスから剥がし，アクリル板の中心部に円形の穴を開けた基材に
静置し，風乾させたものを SR-XRF 測定試料とした。  
 
4.4.2.4 SR-XRF を用いた元素マッピング  
 SPring-8 のビームライン BL37XU に設置されたシンクロトロン放射光励起蛍光
X 線分析装置（SR-XRF）を用いて元素マッピングを行った（図 4-4）。この装置は
ハッチ外で光学顕微鏡（倍率 200 倍）により測定領域を決定し，その領域に放射
光を照射する。シンクロトロン放射光の発光点から約 55 m 後方にあるハッチに
て，真空封止型アンジュレータにより高輝度の X 線を Si（111）分光結晶で単色
化した後，10 µm のベリリウム箔窓（φ20 mm）を通過し，高調波除去用の水平偏




定領域の左下端から始まり，右方向へとビームを 1 μm ずつ移動させる。右端ま
で移動すると，1 μm 上側に移動し，また左端から右端へと移動する。最終的に，
設定した領域の右上端まで到達した時点で終了となる。照射するビームのエネル
ギーを 10 keV，1 点の分析時間を 1 秒として，ビームを照射した。使用したビー
ムのエネルギーは 10 keV，ビームサイズは 2.3（水平方向）×1.6（垂直方向）µm2
に調整した。  
 BL37XU には，検出器からのチャンネルが 7 個設けられている。その内 6 個を
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放射光を用いた元素分析では，励起効率や蛍光収率が低い軽元素の測定は難しい
ため，カリウムより重い元素を測定対象元素とした。  
 嗅神経の元素マッピングを行う前に，4.3.2.1 でサンプリングした DEP 捕集フィ
ルターにおける SR-XRF を行った。照射ビームのエネルギーは 10 keV と設定した。
この分析でカウント値が高かった元素と，DEP の組成分析で検出された元素から，
元素マッピングに最適な 6 元素を選定した。選定した 6 元素を各チャンネルに設
定し，嗅粘膜および嗅球の元素マッピングを行った。  
 












ールファースト青液（表 4-4）に入れ，60°C で 7 時間染色した。7 時間後，0.1％
ルクソールファースト青液に浸したまま，室温で 2 時間放冷した。2 時間後，95％
エタノールで 5 分間分別した後，蒸留水Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ（3 槽）で 2 分間洗浄した。
洗浄後，0.1％炭酸リチウムで 5 分間分別した後，70％エタノールⅠ，Ⅱ，Ⅲで約
2～3 分間分別した。次に，0.1％クレシル紫液（表 4-4）に入れ，50°C で 2 分間染
色した。その後，95％エタノールⅠ，Ⅱ，Ⅲで 5 分間分別した後，キシレンで 5
分間透徹した。この組織をスライドガラスの上に載せ，エンテランニュー封入剤  
 
表 4-4 クリューバー・バレラ染色液の作成方法  
溶液 作成方法 
ルクソールファーストブルー    1 g 
0.1％  ルクソールファースト青液  95％  エタノール        500 mL 
10％  酢酸            2.5 mL 
クレシルバイオレット         0.1 g 
0.1％  クレシル紫液  蒸留水              100 mL 
  10％  酢酸            15 滴  
－87－ 
 




4.4.3 結果  
4.4.3.1 SR-XRF による DEP の組成分析  
 図 4-5 に，DEP 捕集フィルターの SR-XRF により得られたスペクトルを示す。
横軸は検出された蛍光 X 線のエネルギー（keV），縦軸は 1 秒間当たりに得られた
カウント値（CPS）である。図中のスペクトルは，DEP 捕集フィルターの SR-XRF
により得られた CPS から，未使用のフィルターの SR-XRF より得られた CPS を減
じた後のスペクトルである。得られた蛍光 X 線スペクトルから，Ar，Ca，Fe，Cu，
Zn，Ge が検出された。これらの元素の内，Ar と Ge はバックグラウンドが高いた
めに検出されたものである。Ar は空気中に存在するために検出された。Ge は
BL37XU において，蛍光 X 線を検出するための半導体検出器の分光結晶として用
いられているために検出された。  
 Ar，Ge を除いた残りの元素（Ca，Fe，Cu，Zn）は，DEP より検出された元素
である。したがって，元素マッピングを行う 6 元素の内，これらの 4 元素をまず
測定対象元素に選定した。残り 2 元素は 4.3 で DEP 捕集フィルターより検出され























図 4-5 SR-XRF による DEP の蛍光 X 線スペクトル  
横軸：励起エネルギー（keV），縦軸：1 秒間当たりに得られたカウント値（CPS）  
－88－ 
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4.4.3.2 嗅粘膜における元素マッピング  
 図 4-6 に，対照群のマウスの嗅粘膜における元素マッピング部位の染色像を示
す。（A）は切片の全体像に元素マッピング部位（黄枠内）を記した図，（B）はク







 図 4-7 は，図 4-6 の（C）に Ca，Fe，Ni，Cu，Zn，Br の元素マッピング像を重
ね合わせたものである。元素マッピングの結果，篩板の部分では 6 元素ともに高
いカウント値を示した。特に，Ca は嗅粘膜全体が 30 count 前後であるのに対し，
骨組織である篩板では 80 count を超えた。したがって，Ca の元素マッピングから
篩板の存在する部位を判断することができた。また，Ca の元素マッピングでは，










 図 4-9 は，図 4-8（C）に元素マッピング像を重ね合わせたものである。Ca の元
素マッピングより，粘膜固有層に骨組織由来の 60 count 以上のスポットが確認さ
れた。また，鼻中隔の両端はその内部よりも 10 count 程度高くなった。他の 5 元
素の元素マッピングでも，同じような傾向が見られた。Fe，Cu，Zn，Br の元素マ
ッピングでは，嗅上皮の鼻腔側と粘膜固有層で高いカウント値を示し，対照群よ





4.4.3.3 嗅球における元素マッピング  
図 4-10 は，対照群のマウスの嗅球である。免疫染色像に見られる赤いスポット  
－89－ 
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図 4-6 対照群の嗅粘膜における元素マッピング部位（黄枠内）とその部位の  
染色像（倍率 400 倍） （A）：切片全体の光学顕微鏡像，  





図 4-7 対照群の嗅粘膜における Ca，Fe，Ni，Cu，Zn，Br の元素マッピング像と  
免疫染色像との重ね合わせ像（倍率 400 倍）  
－90－ 
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図 4-8 曝露群の嗅粘膜における元素マッピング部位（黄枠内）とその部位の  
染色像（倍率 400 倍）， （A）：切片全体の光学顕微鏡像，  





図 4-9 曝露群の嗅粘膜における Ca，Fe，Ni，Cu，Zn，Br の元素マッピング像と  
免疫染色像との重ね合わせ像（倍率 400 倍）  
－91－ 
 




図 4-11 は，図 4-10 の（C）に元素マッピング像を重ね合わせた図である。Ca，
Fe，Zn の元素マッピングでは，60 count 以上のスポットが嗅球内に点在した。Fe，
Cu，Zn，Br の元素マッピングでは，嗅神経層の方が糸球体層よりもやや高いカウ
ント値を示した。また，Cu の元素マッピングでは，嗅神経層および糸球体層で
25 count 以上の値を示した。一方，Ni の元素マッピングでは，全ての領域でカウ
ント値がほとんど得られなかった。  







図 4-13 は，図 4-12（C）に元素マッピング像を重ね合わせた図である。Ca の元










4.4.4 考察  
 DEPを捕集したフィルターのSR-XRFでは，Ca，Fe，Cu，Znが検出された。こ
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図 4-10 対照群の嗅球における元素マッピング部位（黄枠内）とその部位の  
染色像（倍率 200 倍） （A）：切片全体の光学顕微鏡像，  





図 4-11 対照群の嗅球における Ca，Fe，Ni，Cu，Zn，Br の元素マッピング像と  
免疫染色像との重ね合わせ像（倍率 200 倍）  
－93－ 
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図 4-12 曝露群の嗅球における元素マッピング部位（黄枠内）とその部位の  
染色像（倍率 200 倍） （A）：切片全体の光学顕微鏡像，  
（B）：嗅球の一般染色像，（C）：NeuN による嗅球の免疫染色像  
（a）嗅神経層，（b）糸球体層，（c）外叢状層，（d）内叢状層，  
（e）顆粒細胞層 （略字）MOB：嗅球，OM：嗅粘膜，N：鼻腔  
 
 
図 4-13 曝露群の嗅球における Ca，Fe，Ni，Cu，Zn，Br の元素マッピング像と
免疫染色像との重ね合わせ像（倍率 200 倍）  
－94－ 
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 嗅粘膜の元素マッピングでは，曝露群の嗅上皮の粘膜層近傍で，Fe，Cu，Zn，
Brでカウント値の増加が見られた。この部位は成熟した嗅神経の細胞体が存在す




その部位で 60 count 以上の高いカウント値が検出された。一方，骨組織が存在し
ない嗅球においても，Ca の元素マッピングで 60 count 以上のスポットが検出され








ったことが考えられる。表 4-2 より，DEP 中では Ni が 0.21 ng/g 検出されたが，
この重量濃度は Ca の重量濃度（34.9 ng/g）や Zn の重量濃度（23.6 ng/g）と比べ
て非常に少ない。また，DEP 捕集フィルターの SR-XRF では Ni のピークが検出












Br の嗅球の元素マッピングでは，組織の存在しない部分で約 20 count のスポッ
トが存在した。また，Ca の元素マッピングでも，嗅粘膜および嗅球の組織の存在
しない部分で 15～20 count を示した。これは切片を貼り付けた粘着フィルムに，
免疫染色液に含まれる Ca や Br が付着して検出されたと考えられる。実際に免疫
染色液を SR-XRF で定性分析したところ，Ca および Br が検出された。したがっ
て，Ca と Br は免疫染色液の付着によりバックグラウンドが高くなり，元素マッ
－95－ 
 
第 4 章 ディーゼル排気粒子曝露後の嗅神経イメージング 
ピング領域全体で検出された可能性が高い。  
本実験では，重量濃度が 0.1 mg/m3 のディーゼル排気を 4 週間吸入曝露した。
一般大気中のナノ粒子の重量濃度は 0.5～2 μg/m3 であることから 12，今回曝露し
たDEPの重量濃度は一般大気中の濃度よりも 50～200 倍大きい。また，マウスの









4.5 DEP を点鼻投与したマウスの嗅粘膜および嗅球のイメージング  
 






ナノ粒子（粒径 36 nm）の吸入曝露実験で，曝露から 1 日後に嗅球中の 13C量が最





本実験では元素マッピングに加えて，Zn の XAFS 分析を行った。XAFS 分析を
行うことで Zn の化学結合状態を確認でき，生体に元々存在する Zn と DEP に付
着した Zn の化学結合状態を区別することができる。そこで，嗅球における Zn の
元素マッピングにより高いカウント値を示した部位において，Zn の XAFS 分析を
行った。この部位の Zn の化学結合状態が嗅球由来の Zn の化学結合状態ではなく，
DEP の化学結合状態と一致すれば，DEP が嗅球へ移行したことを裏付けることが
できる。本実験では，対照群および曝露群の嗅球における XAFS 分析により得ら
れた Zn の XAFS スペクトルと，DEP 懸濁液の Zn の XAFS スペクトルを比較した。
また，各 XAFS スペクトルから Zn の化学結合状態を解析して比較した。これら
の比較により，嗅球での Zn の局在が DEP によるものかを検討した。  
－96－ 
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4.5.2 実験方法  
4.5.2.1 投与試料の作成  
 国立環境研究所のナノ粒子曝露棟にて，DEP（粒径 40 nm，重量濃度 0.1 mg/m3）
をフィルターに 0.6 mg 捕集した。このフィルターを生理食塩水 5 mL 中に入れ，
超音波撹拌器（UR-20P，TOMY 社製）で十分に撹拌した。さらに，超音波発生器
（UD-201，TOMY 社製）に入れ，5 分間撹拌した。得られた DEP 懸濁液を，点鼻
投与液とした（図 4-14）。  
 
4.5.2.2 DEP 懸濁液の点鼻投与と切片の作成  
 本実験では，BALB/c マウス（雄，10 週齢）を 3 匹用いた。実験群は，対照群
（1 匹），DEP 曝露群（2 匹）の 2 群とした。はじめに，ネンブタール（5mg /mL）
を 350 μL 腹腔内注射し，麻酔をかけた。曝露群のマウスに，4.5.2.1 で作成した
DEP 懸濁液をマウスの左鼻に 10 μL 投与した。対照群のマウスには何も投与は行
わなかった。投与から 24 時間後に，灌流固定を行った。0.2％ヘパリン含有生理
食塩水 30 mL で灌流した後，4％ホルムアルデヒド溶液 50 mL で固定した。灌流
固定後，30 分間静置した後，マウスを解剖した。断頭後に，頭蓋骨を剥がした頭
部を 4％ホルムアルデヒド溶液に入れ，4°C で 1 晩浸漬固定した。翌日，頭部を












図 4-14 DEP 懸濁液の作成  
（a）超音波撹拌器による DEP 捕集フィルターの撹拌，（b）超音波発生器による  
生理食塩水中での DEP 捕集フィルターの撹拌，（c）作成した DEP 懸濁液  
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4.5.2.3 SR-XRF を用いた元素マッピング  
 SPring-8 のビームライン BL37XU にて，SR-XRF を用いた元素マッピングを行
った（図 4-4）。元素マッピングは，設定した四角形の領域の左下から開始し，右
方向へとビームを 1.5 μm ずつ移動させた。右端まで移動すると，1 μm 上に移動
し，また左端から右端へと移動させた。1 点のビームの照射時間を試料中の濃度
に応じて 0.5 秒もしくは 1 秒とした。使用したビームのエネルギーは 10 keV，ビ
ームサイズは 1.5（水平方向）×0.7（垂直方向）µm2 に調整した。検出器に取り
付けられた 7 個のチャンネルの内，6 個を元素マッピング用のチャンネルとし，
残りの 1 個を励起された総 X 線のカウント値検出用のチャンネルとした。はじめ
に，元素マッピング対象元素の選定を行った。DEP 懸濁液をプロレンフィルム上




4.5.2.4 XAFS 分析  
 元素マッピング終了後，対照群と曝露群の嗅球における XAFS 分析を行った。
対象元素は Zn とした。対照群，曝露群ともに，SR-XRF により得られた Zn の元
素マッピング像の中で，高いカウント値を示した部位を XAFS 分析対象位置とし
た。Zn の吸収端エネルギー（9660 eV）より，照射するビームのエネルギー範囲
を 9640～9690 eV とし，吸収端近傍（XANES）の領域の解析を行った。また，Zn
の標準試料として Zn，ZnO，ZnO2，ZnSO4，Zn3 (PO4)2，Zn (NO3)2・6H2O のペレ
ットを作成し，それぞれ XAFS 分析を行った。測定後，XAFS 解析統合ソフトウ
ェア（REX2000，リガク社製）を用いて，XAFS スペクトルの解析を行った。
REX2000 の解析ツールであるパターンフィッティングを用いて，対照群と曝露群
の嗅球から得られた XAFS スペクトルから各嗅球に含まれる Zn の化学結合状態
を解析した。また，DEP 懸濁液の XAFS 分析を行い，パターンフィッティングに
より DEP に含まれる Zn の化学結合状態を解析した。DEP に含まれる Zn の化学
結合状態と，対照群および曝露群の嗅球に含まれる Zn の化学結合状態を比較し，
曝露群の嗅球で観察された Zn の局在が DEP 由来の Zn であるかを検討した。  
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4.5.2.6 免疫染色とクリューバー・バレラ染色  
 元素マッピング後，試料が付着した粘着フィルムをスライドグラスに載せ，免
疫染色を行った。PBS で 5 分間×3 回洗浄した後，切片の周りにリキッドブロー
カーを塗布した。ブロッキング液（表 4-5）を 300 μL 滴下し，1 時間室温で遮光
して静置した。その後，ブロッキング液を除去し，一次抗体（表 4-5）を 120 μL
滴下し，1 晩 4°C で遮光して静置した。これを，PBS で 5 分間×3 回洗浄した後，
二次抗体（表 4-5）を 120 μL 滴下し，3 時間室温で遮光して静置した。さらに，
PBS で 5 分間×3 回洗浄し，染色を完了した。これらの切片を，共焦点レーザー
顕微鏡を用いて観察した。観察後，クリューバー・バレラ染色を行った。実験手
順は 4.4.2.6 と同様である。染色完了後，光学顕微鏡で切片を観察した。  
 
4.5.3 結果  
4.5.3.1 SR-XRF による DEP 懸濁液の組成分析  
 図 4-15 に，DEP 懸濁液の SR-XRF により得られた蛍光 X 線スペクトルを示す。
横軸は検出された蛍光 X 線のエネルギー（keV），縦軸は 1 秒間当たりのカウント
値（CPS）である。図中のスペクトルは，DEP 懸濁液の SR-XRF で得られた CPS




って，DEP 懸濁液からは Cr，Mn，Fe，Ni，Cu，Zn が検出された。これらの元素
から，Mn，Fe，Ni，Cu，Zn を元素マッピングの対象元素とした。残り 1 元素は，
骨組織（篩板）検出用として Ca とした。  
 
表 4-5 ブロッキング液，一次抗体および二次抗体の作成方法  
溶液 溶液の組成と作成方法 
ブロッキング液 1％ BSA （Bovine Serum Albumin） 
0.3％ Triton-X100 
0.5％ NaN3 
*上記の濃度で 10mM PBS 中に添加 
一次抗体 OMP （Olfactory Marker Protein，ホスト：Goat） 
*ブロッキング液で 1000 倍に希釈 
二次抗体 Alexa Fluor 488 （Anti-Goat IgG Antibodies，ホスト：Rabbit） 
*ブロッキング液で 1000 倍に希釈 
－99－ 
 




















図 4-15 SR-XRF による DEP の蛍光 X 線スペクトル  
横軸：励起エネルギー（keV），縦軸：1 秒間当たりに得られたカウント値（CPS）  
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図 4-16 対照群の嗅粘膜における元素マッピング部位（黄枠内）とその染色像  






図 4-17 対照群の嗅粘膜における Ca，Mn，Fe，Ni，Cu，Zn の元素マッピング像  
と免疫染色像との重ね合わせ像（倍率 400 倍）  
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図 4-19 曝露群の嗅粘膜における Ca，Mn，Fe，Ni，Cu，Zn の元素マッピング像  




と免疫染色像との重ね合わせ像（倍率 400 倍）  
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嗅上皮に 素マッピングを行った
素マッピング像
.5.3.3 嗅球における元素マッピング  
グ部位の染色像である。免疫染








 図 4-19 は，図 4-18 の（D）に Ca，Mn，Fe，Ni，Cu，Zn の元
を重ね合わせた図である。Ca の元素マッピングでは，粘膜固有層や嗅上皮の一部
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図 4-21 対照群の嗅球における Ca，Mn，Fe，Ni，Cu，Zn の元素マッピング像と  
（倍率 200 倍） （A）：切片全体の光学顕微鏡像，（B）：元素  
マッピング部位の拡大像，（C）：一般染色像，（D）：免疫染色像
a）嗅神経層，（b）糸球体層，（c）外叢状層，（d）僧帽細胞層，
（e）顆粒細胞層 （略字）MOB：嗅球，OM：嗅粘膜，N：鼻腔  
免疫染色像との重ね合わせ像（倍率 200 倍）  
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図 4-23 曝露群の嗅球下部における Ca，Mn，Fe，Ni，Cu，Zn の元素マッピング  




像と免疫染色像との重ね合わせ像（倍率 200 倍）  
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図 4-25 曝露群の嗅球中央部における Ca，Mn，Fe，Ni，Cu，Zn の元素マッピン  
染色像（倍率 200 倍） （A）：切片全体の光学顕微鏡像，（B）：  
元素マッピング部位の拡大像，（C）：一般染色像，（D）：免疫染色
a）嗅神経層，（b）糸球体層，（c）外叢状層，（d）僧帽細胞層，  
（e）顆粒細胞層 （略字）MOB：嗅球，OM：嗅粘膜，N：鼻腔  
 
グ像と免疫染色像との重ね合わせ像（倍率 200 倍）  
－106－ 
 




.5.3.4 XAFS 分析  
，対照群および曝露群の嗅球における Zn の XAFS 分析を行
スペクトルと，対照群と曝露群の







 図 4-25 は，図 4-24 の（D）に Ca，Mn，Fe，Ni，Cu，Zn の












（e）～（g）を XAFS 分析対象位置とした。  
 図 4-27 に，DEP 懸濁液における Zn の XAFS
嗅球における Zn の XAFS スペクトルを示す。横軸は照射したビームのエネルギ








 図 4-28 は，
ZnO2，ZnSO4，Zn3 (PO4)2，Zn (NO3)2・6H2O）の XAFS スペクトルである。これ
らのスペクトルを比較すると，DEP 懸濁液の吸収端エネルギーは Zn や Zn 
(NO3)2・6H2O とほぼ等しく，逆に ZnO や ZnO2 とは明らかに異なった。DEP 懸濁
液の吸収端エネルギー後のスペクトルは，なだらかに減少した後ほぼ横ばいとな
り，Zn，Zn3 (PO4)2，Zn (NO3)2・6H2O のスペクトルと似た傾向を示した。  
表 4-6 は，REX2000 の解析ツールであるパターンフィッティングを用いて
濁液と嗅球の各スポットにおける Zn の化学組成の百分率を算出した結果であ
る。DEP 懸濁液に含まれる Zn の化学結合状態は，Zn3 (PO4)2 が 89.5％，Zn (NO3)2・ 
－107－ 
 





H2O が 10.5％と算出された。対照群のスポット（a）では，Zn が 18.9％，Zn3 (PO4)2
 
Zn の元素マッピング像（C）～（E）の重ね合わせ像  
a）～（g）は XAFS 分析を行った位置  
6
が 20.6％，ZnO2 が 60.5％と算出され，DEP 懸濁液の化学結合状態とは明らかに異
なった。一方，曝露群のスポット（b）～（d）では，Zn3 (PO4)2 が 70％程度とな
り，DEP 懸濁液と近い化学結合状態となった。特に，スポット（b）では Zn (NO3)2・










































































































































































図 4-27 DEP 懸濁液と対照群，曝露群の嗅球における Zn の XAFS スペクトル  
（A）～（F）：DEP 懸濁液，対照群の嗅球におけるスポット（a）および  
曝露群の嗅球におけるスポット（b）～（g）の XAFS スペクトル  
－109－ 
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図 4-28 DEP 懸濁液と Zn 標準試料における Zn の XAFS スペクトル  
 
表 4-6 パターンフィッティングによる DEP 懸濁液と対照群および曝露群の  
    嗅球の XAFS スペクトルから算出された Zn の化学組成の百分率  
  Standard compounds 
Sample Zn ZnO ZnO2 ZnSO4 Zn3 (PO4)2 Zn (NO3)2・6H2O
  （%） （%） （%） （%） （%） （%） 
DEP 懸濁液   89.5  10.5  
 
対照群  (a) 18.9  60.5  20.6  
 
曝露群  (b) 17.7  71.6  10.7  
曝露群  (c) 21.3  78.7  
曝露群  (d) 31.1  68.9  
曝露群  (e) 31.2  44.8  23.9  
曝露群  (f) 20.2  57.7  22.1  
曝露群  (g) 11.8  54.7  33.5  
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4.5.4 考察  














から，DEP 付着元素の一部は DEP から解離あるいは溶出して拡散した可能性があ











ポットにおける Zn の XAFS 分析を行った。その結果，DEP 懸濁液から得られた
XAFS スペクトルと，これらのスポットから得られた XAFS スペクトルの吸収端
エネルギーがほぼ一致した。さらに，パターンフィッティングにより DEP 懸濁液
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れる。したがって，嗅球への DEP の移行は局在的であったと考えられ，嗅神経の









0.7（垂直方向）µm2 であった。DEPの粒径を 40 nmとすると，ビームの照射面積

















来の元素量の増加から，ナノ粒子の嗅神経を介した侵入を示唆しているが 13 , 15，
実際にナノ粒子が嗅神経内を移動することをイメージングにより捉えた報告はな
い。DEPが嗅神経内に侵入し，嗅球へ到達したことを証明するには，電子顕微鏡
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4.6 結論  
 
 本章では，DEP を吸入曝露もしくは点鼻投与したマウスの嗅粘膜および嗅球に
おける SR-XRF を用いた元素マッピングと，Zn の XAFS 分析を行った。これらの






混入し，Na や Ca，Zn を中心に DEP に付着する可能性が示唆された。  


















ら，DEP 付着元素の局在と考えられ，DEP が嗅球へ移行したと考えられる。  
Zn の XAFS 分析の結果，DEP 懸濁液から得られた XAFS スペクトルと，曝露群
の嗅神経層や糸球体層における Zn の局在部位から得られた XAFS スペクトルの
吸収端エネルギーがほぼ一致した。さらに，DEP 懸濁液に含まれる Zn の化学結
合状態とこれらのスポットにおける Zn の化学結合状態が類似した。これらの結
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が多数報告されている 16 , 17 , 18 。これらの報告はDEPから解離したイオンも中枢神
経系まで移行する可能性を示唆している。アルツハイマー病の原因の一つに，Zn
やFeなどの金属イオンが中枢神経系内で蓄積することにより引き起こされること
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ット副腎髄質由来褐色細胞腫（PC12 細胞）に 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子を曝露し，PC12 細胞
内への侵入量を経時的に検討した。また，粒径の異なる蛍光ポリマー粒子および粒子表面


























5.2.2.1 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子の調整 
 2.3.2.1 と同様の方法で，14C–ADP–SiO2粒子を限外ろ過を用いて調整した。アデノシン 5’-
二リン酸三ナトリウム（14C–ADP, 740 kBq/mL，Perkin Elmer 社製）30 μL と，シランカップ
リング試薬（Fluka 社製）1 μL に蒸留水 0.5 mL，エタノール 0.5 mL を添加し，室温で混合
した。この溶液に，TEOS（Wako 社製）2 μL，エタノール 30 μL，水酸化アンモニウム 10 μL
を添加し，7～8 日間，室温で重合反応させた。重合反応完了後，撹拌式限外ろ過装置（Model 
8003 series，ミリポア社製）を用いて限外ろ過を行った。はじめに，孔径 30 nm 以下のメン
ブレンフィルター（YM-100，ミリポア社製）を用いて，粒径が 30 nm より大きくなった





た。投与試料作成直後に粒度分布を測定したところ，ピーク粒径が 100 nm 以下となったた
め，第 2 章で行った遠心分離は行わず，この懸濁液を投与試料液とした。また，この懸濁
液中の放射能を液体シンチレーションカウンター（LSC-5100，Aloca 社製）にて定量した。
得られた放射能とピーク粒径から，2.3.2.1 の（1）式を用いて 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子の重
量濃度を算出した。 
 
5.2.2.2 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子の点鼻投与と放射能の測定 
本実験では，ICR マウス（雄，8 週齢）を 24 匹用いた。実験群は，対照群（3 匹），投与
群（21 匹）の 2 群とした。投与群のマウスには，投与する直前にアバーチン麻酔液を 0.025 
mL/g body weight となるように腹腔内注射した。麻酔完了後，8.8 μg SiO2/kg body weight と
なるように，14C–ADP–SiO2 ナノ粒子懸濁液を両鼻に点鼻投与した。投与から 0.5，1，2，4，









ン 350 を 1 mL 添加した後，50°C で一晩静置して組織を溶解した。加温後，ハイオニックフ
ローを脳には 15 mL，嗅球には 10 mL 添加し，この溶液中に含まれる放射能を液体シンチ
レーションカウンター（LSC-5100，Aloca 社製）にて定量した。14C の測定効率は 89.6％で





図 5-1 は限外ろ過により調整した 14C–ADP–SiO2ナノ粒子懸濁液の粒度分布である。懸濁
液中の 14C–ADP–SiO2ナノ粒子のピーク粒径は 37.4 nm，粒径範囲は 32.6～186 nmであった。 
 表 5-1 は 14C–ADP–SiO2ナノ粒子点鼻投与後の嗅球および脳中のシリカ重量濃度である。
嗅球では，投与 0.5 時間後で重量濃度が最大（1.27×103 pg SiO2/mg tissue）となった。その
後，投与 2時間後（54.7 pg SiO2/mg tissue）まで一度減衰した後，投与 4時間後で 790 pg SiO2/mg 
tissue まで増加した。その後，投与 8 時間後では 11.5 pg SiO2/mg tissue，投与 24 時間後では
35.6 pg SiO2/mg tissue となり，大きく減少した。一方，脳中のシリカ重量濃度では，投与 0.5
時間後で最小（0.77 pg SiO2/mg tissue）となり，投与 1 時間後で最大（15.0 pg SiO2/mg tissue）
となった。その後，投与 6 時間後まで減衰したものの（0.81 pg SiO2/mg tissue），投与 8 時
間後（5.11 pg SiO2/mg tissue）および投与 24 時間後（7.40 pg SiO2/mg tissue）では増加した。 
図 5-2 は，14C–ADP–SiO2 ナノ粒子点鼻投与後の嗅球および脳における投与量に対する百
分率（以下，移行率と記す）を，第 2 章の 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子（11 nm）および 14C–ADP–SiO2
サブミクロン粒子（130 nm）体内動態実験で得られた嗅球および脳における移行率と比較























Peak Diameter: 37 nm
 
図 5-1 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子の粒度分布 
第 5 章 ナノ粒子の嗅神経を介した中枢神経系への移行 
表 5-1 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子（粒径 37 nm）点鼻投与後の嗅球および脳中のシリカ重量濃度 
  重量濃度 (pg SiO2/mg tissue) 
0.5 時間後 1 時間後 2 時間後 4 時間後 6 時間後 8 時間後 24 時間後 
Sample Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD 
嗅球 1270 634 408 26.0 54.7* 16.0 790* 509 355 74.4 11.5* 10.6 35.6 42.9 
脳 0.77** － 15.0** － 10.8 1.80 3.56 1.47 0.81** － 5.11* 2.61 7.40 2.60 



































































図 5-2 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子（37 nm）点鼻投与後と，14C–ADP–SiO2 ナノ粒子（11 nm）および 14C–ADP–SiO2 サブミクロン粒子（130 nm）
尾静脈投与後の嗅球，脳中における移行した 14C–ADP–SiO2粒子の投与量に対する百分率 （A）：嗅球，（B）：脳 
* 14C–ADP–SiO2ナノ粒子（11 nm）投与群および 14C–ADP–SiO2サブミクロン粒子（130 nm）投与群に対する t 検定結果（p＜0.05）
－120－ 
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球に含まれ，尾静脈投与後の嗅球よりも有意に大きくなった。投与 8 時間後では投与量の
0.050％まで減少したものの，投与 24 時間後には再び増加して投与量の 0.17％となり，尾静
脈投与後の嗅球と比べて有意に増加した。尾静脈投与後の嗅球では，投与 4 時間後に示し
た投与量の 0.032％が最大であり，点鼻投与から 8 時間後に示した嗅球での最小値 0.050％
よりも小さくなった。 
点鼻投与後の脳では，投与 0.5 時間後が投与量の 0.11％で最小となり，尾静脈投与後の脳
と有意な差は認められなかった。しかし，投与 1 時間後では投与量の 2.2％まで増加して最
大となり，尾静脈投与後の脳に比べて有意に増加した。投与 6 時間後では投与量の 0.13％
まで減少したものの，その後は投与 24 時間後まで増加し続けた。投与 24 時間後では投与
量の 1.1％が脳に含まれ，尾静脈投与後の脳と比べて有意に増加した。一方，尾静脈投与後




 点鼻投与後の嗅球では，投与 0.5 時間後にシリカ重量濃度が最大となった。既存の研究で









性輸送（0.2～8 mm/day）に分けられる。嗅球では投与 0.5 時間後と投与 4 時間後で値が高
くなっていることから，投与 0.5 時間後に検出されたピークは速い軸索輸送により，投与 4
時間後に検出されたピークは遅い軸索輸送により，14C–ADP–SiO2 ナノ粒子が嗅球へ到達し




 点鼻投与後の嗅球および脳中での移行率は，嗅球では最大で 3.6％，脳では最大で 2.2％






第 5 章 ナノ粒子の嗅神経を介した中枢神経系への移行 














本節では，はじめに 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子を PC12 細胞に曝露した。これにより，
14C–ADP–SiO2 ナノ粒子の神経細胞内への侵入量を経時的に検討した。次に，粒径の異なる








 ナノ粒子を曝露する細胞は接着系 PC12 細胞（CRL-1721.1TM，ATCC 社製）を用いた。PC12
細胞を Poly-D-Lysine Cellware dish（φ100 mm，Biocoat 社製）に播種し，RPMI 1640（GIBCO








曝露する粒子は 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子と，粒径の異なる 3 種類の蛍光ポリマー粒子およ
び表面修飾の異なる 3 種類の量子ドットを用いた。14C–ADP–SiO2 粒子は 2.3.2.1 と同様の方
－122－ 
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法で調整した。孔径 30 nm 以下のメンブレンフィルター（YM-100，ミリポア社製）で限外
ろ過した後，装置本体に残った懸濁液 1 mL を回収した。この懸濁液の粒度分布を測定した
ところ，ピーク粒径が 100 nm 以下となったため，この懸濁液を培養液に懸濁する試料とし
た。懸濁液中の放射能を，液体シンチレーションカウンター（LSC-5100，Aloca 社製）にて
定量した。14C の測定効率は 89.6％であった。分析条件として，各サンプルの測定時間 3 分，
繰り返し測定回数 1 回とした。得られた放射能と 5.3.2.3 で得られたピーク粒径を用いて，
2.3.2.1 の（1）式より懸濁液中の重量濃度を算出した。作成した 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子懸
濁液を，RPMI 1640 液に終濃度が 2.5％（v/v）となるように懸濁した液を投与試料とした。 
蛍光ポリマー粒子は 22 nm 粒子（R25，個数濃度 1.7×1015 particles/mL，モリテックス社
製），100 nm 粒子（R100，個数濃度 1.8×1013 particles/mL，モリテックス社製），1000 nm 粒
子（R0100，個数濃度 1.8×1010 particles/mL，モリテックス社製）の懸濁液を使用した。3
種類の蛍光ポリマー粒子ともに，密度 1.06 g/cm3，励起波長 542 nm，蛍光波長 612 nm の粒
子である。RPMI 1640 液に終濃度が 0.5％（v/v）となるように各蛍光ポリマー粒子を懸濁し
た液を投与試料とした。 
量子ドットはカルボキシル基修飾粒子（Qdot® ITKTM Carboxyl Quantum Dots，モル濃度 8 
μM，Invitrogen 社製），アミノ基修飾粒子（Qdot® ITKTM Amino（PEG）Quantum Dots，モル
濃度 8 μM，Invitrogen 社製），表面修飾なしの粒子（Qtracker® non-targeted Quantum Dots，モ
ル濃度 2 μM，Invitrogen 社製）の懸濁液を使用した。3 種類の量子ドットともに，粒径 10




子が 4.8×1015 particles/mL，アミノ基修飾粒子が 4.8×1015 particles/mL，表面修飾なしの粒子






を 1～5000 nm と設定して粒度分布を測定し，懸濁液中に存在する粒子のピーク粒径と粒径
範囲を求めた。14C–ADP–SiO2ナノ粒子は，RPMI 1640 液に終濃度が 50％（v/v）となるよう
に懸濁し，懸濁直後，懸濁 1 時間後，懸濁 4 時間後，懸濁 24 時間後の粒度分布を測定した。
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5.3.2.4 ナノ粒子の細胞内侵入量の定量 
 80％程度コンフルエントとなった PC12 細胞を回収し，各ディッシュに 0.8×106～1.8×106 
cells/well となるように播種した。3～5 日間インキュベーター内（37°C，5％ CO2）で培養
した後，各投与試料を曝露した。培養液をアスピレーターで吸引除去した後，投与試料を 2 
mL添加した。投与試料添加後，14C–ADP–SiO2ナノ粒子曝露群はインキュベーター内（37°C，
5％ CO2）で 1 時間，4 時間，8 時間，24 時間曝露（各時間曝露群で n = 3）した。同様に，
蛍光ポリマー粒子曝露群（各粒子曝露群で n = 3）および量子ドット曝露群（各粒子曝露群
で n = 3）は，インキュベーター内（37°C，5％ CO2）で 3 時間曝露した。また対照群（n = 3）
として，RPMI 1640 液のみを 2 mL 添加し，インキュベーター内（37°C，5％ CO2）で 3 時
間培養した。 
曝露時間経過後，滅菌済 PBS で 3 回洗浄し，洗浄後に存在する細胞数を計数した。その
後，アスピレーターで滅菌済 PBS を吸引除去し，1％トリトン X-100 含有 PBS を 1 mL 添加
してホモジナイズし，細胞膜を破壊した。これを遠心分離（1000 rpm，10 分間）して細胞
を沈降させ，その上澄み液を回収した。また，沈殿物は PBS で 3 回洗浄し，アスピレータ













波長は，蛍光ポリマー粒子曝露群では 520 nm，量子ドット曝露群では 350 nm と設定し，蛍
光波長 350～650 nm の蛍光強度を測定した。対照群は励起波長 350 nm および 520 nm で設
定し，それぞれ蛍光波長 350～650 nm の蛍光強度を測定した。得られた蛍光スペクトルの
ピークから，蛍光ポリマー粒子曝露群は蛍光波長 570 nm の蛍光強度を，量子ドット曝露群
は蛍光波長 565 nm の蛍光強度を分析対象とした。検量線用試料として，蛍光ポリマー粒子










 80％程度コンフルエントとなった PC12 細胞を回収し，マイクロプレート（Poly-D-Lysine 
Cellware 96 well Plate，Biocoat 社製）の各ウェルに 1×104 cells/well となるように播種した。
インキュベーター内（37°C，5％ CO2）で 3 日間培養した細胞に，終濃度が 0.01％，0.1％，
1％（v/v）となるように RPMI 1640 液に懸濁させた量子ドットと，終濃度が 0.1％，1％，10％
（v/v）となるように RPMI 1640 液に懸濁させた蛍光ポリマー粒子を各ウェルに 200 μL 滴下
し，インキュベーター内（37°C，5％ CO2）で 24 時間曝露した。また，RPMI 1640 液を 200 
μL 滴下したウェルを対照群とした。その後，Cell Counting Kit-8（同仁化学社製）を各ウェ






図 5-3 は 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子を RPMI 1640 液中に懸濁させた際の粒度分布である。懸
濁後のピーク粒径は，懸濁直後では 57.7 nm，懸濁 1 時間後では 32.4 nm，懸濁 4 時間後で
は 32.1 nm，懸濁 24 時間後では 39.5 nm となり，いずれも単分散となった。 
図 5-4 は蛍光ポリマー粒子を RPMI 1640 液中に懸濁させた際の粒度分布である。懸濁直
後のピーク粒径は，22 nm 粒子懸濁液では 25.6 nm，100 nm 粒子懸濁液では 158 nm，1000 nm
粒子懸濁液で 1090 nm であった。100 nm 粒子懸濁液と 1000 nm 粒子懸濁液は単分散となっ



























図 5-3 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子の培養液中の粒度分布 
懸濁直後（丸），懸濁 1 時間後（三角）， 
懸濁 4 時間後（バツ），懸濁 24 時間後（四角）












































































































図 5-4 蛍光ポリマー粒子の培養液へ懸濁した直後（菱形）と懸濁 3 時間後（三角）の粒度分布 
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懸濁してから 3 時間後の粒径は，22 nm 粒子懸濁液では 27.3 nm，100 nm 粒子懸濁液では 156 
nm，1000 nm 粒子懸濁液では 1330 nm となった。3 時間後の懸濁液は全て単分散となった。 
図 5-5 は量子ドットを RPMI 1640 液中に懸濁させた際の粒度分布である。懸濁直後のピ
ーク粒径は，カルボキシル基修飾粒子懸濁液では 10.0 nm，アミノ基修飾粒子懸濁液では 10.4 
nm，表面修飾なしの粒子懸濁液で 8.7 nm であった。また，懸濁してから 3 時間後のピーク 
粒径は，カルボキシル基修飾粒子懸濁液では 13.7 nm，アミノ基修飾粒子懸濁液では 16.6 nm，
表面修飾なしの粒子懸濁液では 13.4 nm となった。 
 
5.3.3.2 ナノ粒子の PC12 細胞内侵入量 
図 5-6 は 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子を 1 時間，4 時間，8 時間，24 時間曝露した PC12 細胞に
おける，細胞内に侵入した粒子数と細胞膜に沈着した粒子数である。細胞 1 個当たりに細
胞内に侵入した粒子数は，曝露時間の経過とともに増加した。特に，曝露 4 時間後では細
胞 1 個当たり 2.4 個だった侵入数が，曝露 8 時間後では 9.0 個となり急激に増加した。曝露
8 時間後でピークとなり，曝露 24 時間後では 8.4 個で，曝露 8 時間後からほとんど変化は
見られなかった。また，細胞膜に沈着した粒子数も，曝露 4 時間後から急激に増加した。
曝露 1 時間後は 0.70 個，曝露 4 時間後は 0.85 個で対照群と有意な差は見られなかったもの

























































図 5-6 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子（粒径 58 nm）を 1～24 時間曝露した PC12 細胞における 
細胞内に侵入した粒子数および細胞膜に沈着した粒子数 
（A）：PC12 細胞 1 個当たりに侵入した粒子数 
（B）：PC12 細胞 1 個当たりに細胞膜に沈着した粒子数 
* 対照群に対する t 検定結果（p＜0.05） 
－127－ 
 














































図 5-7 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子（粒径 58 nm）を 1～24 時間曝露した PC12 細胞における 
細胞内に侵入した粒子および細胞膜に沈着した粒子の曝露量に対する百分率 
（A）：PC12 細胞 106個当たりに侵入した粒子の曝露量に対する百分率 
（B）：PC12 細胞 106個当たりに細胞膜に沈着した粒子の曝露量に対する百分率 
* 対照群に対する t 検定結果（p＜0.05） 
 
 図 5-7 は，細胞 106個当たりに細胞内に侵入した 14C–ADP–SiO2ナノ粒子と，細胞膜に沈
着した 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子の曝露量に対する百分率である。細胞内に侵入した粒子の曝
露量に対する百分率は，曝露 8 時間後で最大となり 0.20％を示した。また，細胞膜に沈着
した粒子の曝露量に対する百分率は，曝露 24 時間後で最大となり 0.18％を示した。 
 図 5-8 は蛍光ポリマー粒子を 3 時間曝露した PC12 細胞における，細胞内に侵入した粒子
数と細胞膜に沈着した粒子数である。細胞 1 個当たりに細胞内に侵入した粒子数は，22 nm
粒子曝露群が圧倒的に多く，2.1×104個であった。100 nm 粒子曝露群では，3.9×102個の粒
子が細胞内に侵入した。また，1000 nm 粒子曝露群は 2.4×10-2 個となり，ほとんど粒子は
侵入しなかった。細胞膜に沈着した粒子数も 22 nm 粒子曝露群が圧倒的に多く，1.6×104
個であった。100 nm 粒子曝露群では 1.4×102個，1000 nm 粒子曝露群では 2.3×10-2個とな
り，1000 nm 粒子は細胞内に侵入した粒子数と細胞膜へ沈着した粒子数がほぼ等しくなった。 
 一方，曝露量に対する百分率で評価すると，異なる傾向が現れた。図 5-9 は，図 5-8 の縦
軸を蛍光ポリマー粒子の曝露量に対する百分率で表した図である。細胞 106個当たりに細胞
内に侵入した粒子の曝露量に対する百分率は，22 nm 粒子曝露群が 0.12％，100 nm 粒子曝
露群が 0.22％となり，100 nm 粒子曝露群の方が大きくなった。また，1000 nm 粒子曝露群
では 0.013％となり，22 nm 粒子曝露群および 100 nm 粒子曝露群と比べて有意に小さくなっ
た。細胞膜に沈着した粒子の曝露量に対する百分率は，22 nm 粒子曝露群が 0.097％，100 nm 
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図 5-8 蛍光ポリマー粒子（粒径 22 nm，100 nm，1000 nm）を 3 時間曝露した PC12 細胞 
における粒子数および細胞膜に沈着した粒子数 
（A）：PC12 細胞 1 個当たりに侵入した粒子数 
（B）：PC12 細胞 1 個当たりに細胞膜に沈着した粒子数 












































図 5-9 蛍光ポリマー粒子（粒径 22 nm，100 nm，1000 nm）を 3 時間曝露した PC12 細胞に 
おける細胞内に侵入した粒子および細胞膜に沈着した粒子の曝露量に対する 
百分率 
（A）：PC12 細胞 106個当たりに侵入した粒子の曝露量に対する百分率 
（B）：PC12 細胞 106個当たりに細胞膜に沈着した粒子の曝露量に対する百分率 
* 1000 nm 粒子曝露群に対する t 検定結果（p＜0.05） 
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図 5-10 量子ドット（カルボキシル基修飾粒子，アミノ基修飾粒子，表面修飾なしの粒子） 
を 3 時間曝露した PC12 細胞における粒子数および細胞膜に沈着した粒子数 
（A）：PC12 細胞 1 個当たりに侵入した粒子数 
（B）：PC12 細胞 1 個当たりに細胞膜に沈着した粒子数 











































図 5-11 量子ドット（カルボキシル基修飾粒子，アミノ基修飾粒子，表面修飾なしの粒子） 
を 3 時間曝露した PC12 細胞における細胞内に侵入した粒子および細胞膜に 
沈着した粒子の曝露量に対する百分率 
（A）：PC12 細胞 106個当たりに侵入した粒子の曝露量に対する百分率 
（B）：PC12 細胞 106個当たりに細胞膜に沈着した粒子の曝露量に対する百分率 
* 表面修飾なしの量子ドット曝露群に対する t 検定結果（p＜0.05） 
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粒子曝露群が 0.077％となった。1000 nm 粒子曝露群では 0.13％となり，100 nm 粒子曝露群 
は 1000 nm 粒子曝露群と比べて有意に小さくなった。 






図 5-11 は，図 5-10 の縦軸を粒子の曝露量に対する百分率で表した図である。細胞 106個
当たりに細胞内に侵入した粒子の曝露量に対する百分率は，カルボキシル基修飾粒子曝露







 図 5-12 は蛍光ポリマー粒子および量子ドットを曝露した PC12 細胞における曝露 24 時間
後の生存率である。対照群と蛍光ポリマー粒子曝露群を比較すると，終濃度 0.1％と 1％の
懸濁液では生存率はほとんど変わらなかった。一方，終濃度 10％の懸濁液では生存率が対
照群よりも有意に減少した。また，粒径により生存率が異なり，22 nm 粒子曝露群では 0％，




































































図 5-12 蛍光ポリマー粒子および量子ドットを 24 時間曝露した PC12 細胞における生存率 
（A）：カルボキシル基修飾粒子（菱形），アミノ基修飾粒子（丸），表面修飾なし 
の粒子（三角）の量子ドットを曝露した PC12 細胞の生存率 
（B）：22 nm 粒子（菱形），100 nm 粒子（丸），1000 nm 粒子（三角）の蛍光 
ポリマー粒子を曝露した PC12 細胞の生存率 








により粒径が 26～32 nm増加したことを報告している12。懸濁 3 時間後の粒径は，1000 nm
粒子で顕著な粒径の増加が認められた。ナノ粒子は懸濁液中の粒子濃度やイオン強度など
により凝集する13。ストークスの定理を用いて，培養液の粘度（0.71 cP）から懸濁 3 時間後
の粒子の沈降距離を算出すると，22 nm粒子は 2.4×10-4 mm，100 nm粒子は 5.0×10-3 mm，






懸濁 3 時間後の粒径は懸濁直後よりも 3～6 nm 程度大きくなった。これは蛍光ポリマー粒
－132－ 
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子と同様に，培養液中のタンパク質が粒子表面に吸着し，吸着の分だけ粒径が大きくなっ
たことが考えられる。 
 14C–ADP–SiO2ナノ粒子の細胞内侵入量の定量では，曝露 1 時間後に細胞内に侵入した粒
子数が増加した。Rejmanらは，蛍光ナノ粒子（粒径 50 nm，100 nm）が曝露 30 分後にはマ
ウスメラノーマ細胞内に侵入したことを報告した9。したがって，14C–ADP–SiO2 ナノ粒子も












 細胞 106個当たりに侵入した 14C–ADP–SiO2ナノ粒子の曝露量に対する百分率を算出した
結果，14C–ADP–SiO2ナノ粒子が最も多く侵入した曝露 8 時間後において，曝露量の 0.20％
が侵入した。嗅神経は約 1000 万個存在すると報告されていることから16，PC12 細胞と嗅神
経の粒子の侵入率が同じであると仮定すれば，鼻腔に侵入した 14C–ADP–SiO2 ナノ粒子は最
大で 2％が嗅神経内に侵入することになる。点鼻投与実験では，投与量の 0.050～3.6％が嗅








に対する百分率は 100 nm粒子曝露群で最も大きくなった。22 nm粒子曝露群と比較すると，
粒子数では 22 nm粒子曝露群の方が約 53 倍多かったが，曝露量に対する百分率では 100 nm
粒子曝露群の方が約 1.8 倍大きかった。このことから，100 nm粒子の方が 22 nm粒子よりも
頻繁に細胞内へ取り込まれたと考えられる。したがって，細胞内に侵入した粒子数は粒径
が小さくなるほど大きくなるが，細胞内へ取り込まれる頻度は粒径に必ずしも依存しない
可能性がある。また，1000 nm粒子曝露群では，粒子数および曝露量に対する百分率が 22 nm
－133－ 
 













蛍光ポリマー粒子の細胞毒性試験では，終濃度 10％の懸濁液で 22 nm粒子曝露群の細胞
が死滅した。一方，100 nm粒子曝露群は曝露量に対して最も多く細胞内に侵入したにもか
かわらず，1000 nm粒子曝露群よりも生存率は高くなった。粒子の密度（1.06 g/cm3）から細
胞 1 個当たりに侵入した粒子の重量を算出すると，100 nm粒子は 22 nm粒子より約 1.8 倍大
きくなる。一方，細胞 1 個当たりに侵入した粒子の表面積を算出すると，22 nm粒子は 100 nm
粒子の約 2.6 倍大きくなる。したがって，22 nm粒子曝露群の方が生存率が低下したことか
ら，ナノ粒子の毒性は細胞内に存在する粒子の重量ではなく表面積が関与している可能性
がある。Oberdorsterらの研究でも，ナノ粒子の毒性は表面積によると報告している17。また，
1000 nm粒子曝露群は 100 nm粒子曝露群よりも細胞内に侵入した粒子数が少なかったにも

















第 5 章 ナノ粒子の嗅神経を介した中枢神経系への移行 
－135－ 
 
























1） Oberdorster G., Sharp Z., Atudorei V., Elder A., Gelein R., Kreyling W. and Cox C.（2004）
Translocation of inhaled ultrafine particles to the brain. Inhalation Toxicology. 16: 437-445 
2） Takenaka S., Karg E., Roth C., Schulz H., Ziesenis A., Heinzmann U., Schramel P. and Heyder 
J.（2001）Pulmonary and systemic distribution of inhaled ultrafine silver particles in rats. 
Environmental Health Perspectives. 109: 547-551 
3） Semmler M., Seitz J., Erbe F., Mayer P., Heyder J., Oberdörster, G. and Kreyling W. G.（2004）
Long-term clearance kinetics of inhaled ultrafine insoluble iridium particles from the rat lung, 
including transient translocation into secondary organs. Inhalation Toxicology 16: 453-459 
4） De Lorenzo, A. J.（1970）The olfactory neuron and the blood-brain barrier. Taste and Smell in 
Vertebrates. London, Churchill: 151–176 
5） Gross W. G. and Beidler L. M.（1973）Fast Axonal Transport in C-fiber of Garfish Olfactory 
Nerve. Journal of neurobiology. 4: 413-428 
 
第 5 章 ナノ粒子の嗅神経を介した中枢神経系への移行 
－136－ 
 
                                                                                                                                                  
6） Ochs S., Sabri M. I. and Johnson J.（1969）Fast Transport System of Materials in Mammalian 
Nerve Fibers. Science 163: 686-687 
7） Gross W. G. and Kreutzberg W. G.（1978）Rapid axoplasmic transport in the olfactory nerve of 
the pike: I. Basic transport parameters for proteins and amino acids. Brain research. 139: 65-76 
8） Geiser M., Rothen-Rutishauser B., Kapp N., Schurch S., Kreyling W., Schulz H., Semmler M., 
Hof V. I., Heyder J. and Gehr P.（2005）Ultrafine particles cross cellular membranes by 
nonphagocytic mechanisms in lungs and in cultured cells. Environmental Health Perspectives. 
113: 1555-1560 
9） Rejman J., Oberle V., Zuhorn I. S. and Hoekstra D.（2004）Size-dependent internalization of 
particles via the pathways of clathrin-and caveolae-mediated endocytosis. Biochemical Journal. 
377: 159-169 
10） VanWinkle B. A., De Mesy Bentley K. L., Malecki J. M., Gunter K. K., Evans I. M., Elder A., 
Finkelstein J. N., Oberdorster G. and Gunter T. E.（2009）Nanoparticle (NP) uptake by type I 
alveolar epithelial cells and their oxidant stress response. Nanotoxicology. 3: 307-318 
11） Elechiguerra J. L., Burt J. L., Morones J. R., Camacho-Bragado A., Gao X., Lara H. H. and 
Yacaman M. J. （ 2005 ） Interaction of silver nanoparticles with HIV-1. Journal of 
Nanobiotechnology. 3: 1-10 
12） Sur I., Cam D., Kahraman M., Baysal A. and Culha M.（2010）Interaction of multi-functional 
silver nanoparticles with living cells. Nanotechnology. 21: 1-10 
13） Kittler S., Greulich C., Gebauer J. S., Diendorf J., Treul L., Ruiz L., Gonzales-Calbet J. M., 
Vallet-Regi M., Zellner R., Koller M. and Epple M.（2010）The influence of proteins on the 
dispersability and cell-biological activity of silver nanoparticles. Journal of Materials 
Chemistry. 20: 512-518 
14） Fabrega J., Fawcett S. R., Renshaw J. C. and Lead J. R.（2009）Silver Nanoparticle Impact on 
Bacterial Growth: Effect of pH, Concentration, and Organic Matter. Environmental Science & 
Technology. 43: 7285-7290 
15） Gopinath P., Gogoi S. K., Chattopadhyay A. and Ghosh S. S.（2008）Implications of silver 
nanoparticle induced cell apoptosis for in vitro gene therapy. Nanotechnology. 19: 1-10 
16） Byrd C. A. and Burd G. D.（1991）Development of the olfactory bulb in the clawed frog, 
Xenopus laevis: A morphological and quantitative analysis. The Journal of Comparative 
Neurology. 314: 79–90 
17） Oberdorster G., Finkelstein J. N., Johnston C., Gelein R., Cox C., Baggs R. and Elder A. C. P.
（2000）Acute Pulmonary Effects of Ultrafine Particles in Rats and Mice. Health Effects 
Institute, HEALTH EFFECTS INSTITUTE. 96: 1-86 
 
第 5 章 ナノ粒子の嗅神経を介した中枢神経系への移行 
－137－ 
 
                                                                                                                                                  
18） Panacek A., Kolar M., Vecerova R., Prucek R., Soukupova J., Krystof V., Hamal P., Zboril R. 
and Kvitek L.（2009）Antifungal activity of silver nanoparticles against Candida spp. 
Biomaterials. 30: 6333-6340 
19） Kvitek L., Vanickova M., Panacek A., Soukupova J., Dittrich M., Valentova E., Prucek R., 
Bancirova M., Mulde D. and Zboril R.（2009）Initial Study on the Toxicity of Silver 
Nanoparticles (NPs) against Paramecium caudatum. Journal of Physical Chemistry C. 113: 
4296-4300 
 
第 6 章 結 論 





























































行った。その結果，エンジンオイルに含まれている Na，Ca，Ti，Ni，Zn が DEP で検出さ
れた。この結果から，ディーゼルエンジン稼働により，エンジンオイル中の金属化合物や
金属イオンが排気ガスと一緒に排出され，その一部は DEP に付着することが示唆された。 
次に，これらの付着元素が DEP とともに中枢神経系へと移行するかを検討するため，大
型放射光施設での蛍光 X 線分析を行った。DEP（粒径 40 nm）を吸入曝露もしくは DEP 懸
濁液を点鼻投与し，マウスの嗅粘膜，嗅球における元素マッピングと，DEP に多く付着し
ている Zn の XAFS 分析を行った。DEP の吸入曝露実験では，曝露群の嗅上皮や嗅神経束に
おいて，Fe，Cu，Zn，Br の増加が見られた。また，DEP 懸濁液の点鼻投与実験でも，曝露
群の嗅粘膜で Ca，Mn，Ni，Fe，Cu，Zn が増加した。したがって，DEP が嗅神経内に侵入
し，一部は細胞体で蓄積し，一部は軸索輸送により嗅球へ移動したと考えられる。さらに，
DEP 懸濁液を点鼻投与したマウスの嗅球から，嗅神経層や糸球体層で Ca，Cu，Ni，Zn の
局在が確認された。この部位における Zn の XAFS 分析を行った結果，DEP 懸濁液から得ら
れた Zn の XAFS スペクトルと吸収端エネルギーがほぼ一致した。また，この部位の Zn の
－140－ 
 








および PC12 細胞を用いて定量的に検討した。はじめに，放射性シリカナノ粒子（粒径 37 nm）
をマウスに点鼻投与し，嗅球と脳に移行した放射性シリカナノ粒子を定量した。その結果，
最大で投与量の 3.6％が嗅球で，投与量の 2.2％が脳で確認された。一方，第 2 章で検討し
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